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INTRODUZIONE 
 
 
La farmacogenetica è stata definita come lo studio della dell’influenza della 
variabilità genetica nella risposta ai farmaci. Recentemente è stato introdotto il 
termine ―farmacogenomica‖, un termine più ampio che comprende tutti i geni in un 
genoma in grado determinare una variazione nella risposta al farmaco. La farmaco 
genetica e la farmacogenomica ricoprono un ruolo di base nel moderno concetto 
di medicina personalizzata, che mira ad indirizzare la terapia farmacologica a 
seconda delle variazioni genetiche individuali al fine di ottenere i migliori benefici e 
ridurre l’insorgenza di reazioni avverse al farmaco (ADR). 
Le ADR rappresentano la sesta causa di morte negli Stati Uniti, causano circa il 
7% delle ammissioni ospedaliere e sono associate ad un considerevole aumento 
dei costi a carico del sistema sanitario. Oltre a interazioni farmacologiche, fattori 
fisiologici come età, sesso, peso, stato di salute e patologie a carico dei principali 
organi implicati nel metabolismo e fattori ambientali l’assunzione di alcol, il fumo e 
la dieta, i fattori genetici relativi agli enzimi implicati nel metabolismo dei farmaci, 
giocano un importante ruolo nelle differenze interindividuali nella risposta ai 
farmaci e nella patogenesi delle ADR. Le informazioni derivanti dalla ricerca in 
campo farmacogenetico possono aprire la strada ad una più accurata predizione 
della risposta individuale ai farmaci e ad una selezione del farmaco appropriato 
nel giusto dosaggio al fine di raggiungere una risposta terapeutica ottimale, 
limitando le ADR. 
Tra gli enzimi coinvolti nel metabolismo degli xenobiotici, il sistema del citocromo 
P450 (CYP) è il principale responsabile del metabolismo di fase I dei farmaci. 
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Questo sistema comprende una superfamiglia di proteine presenti nella maggior 
parte dei tessuti con la maggiore proporzione localizzata nel fegato. Il database 
Human CYP allele nomenclature committee contiene informazioni riguardanti i 57 
geni polimorfici finora identificati e per ogni gene sono descritte le varianti alleliche 
conosciute, ognuna associata alla propria funzionalità. Il polimorfismo funzionale 
dei CYP consiste principalmente di mutazioni SNP, di delezioni e duplicazioni 
geniche e di piccole inserzioni e delezioni che possono causare un’alterazione 
della funzionalità enzimatica. L’isoforma del P450 maggiormente studiata è il 
CYP2D6, il suo polimorfismo ha un’importante rilevanza clinica dato il 
coinvolgimento di questo enzima nel metabolismo del 20-25% dei farmaci più 
utilizzati nella pratica clinica. Recentemente è stata scoperta l’espressione di 
questo enzima anche a livello cerebrale, da cui la ricerca orientata alla 
correlazione tra tratti di personalità e polimorfismo genetico del CYP2D6, come 
l’associazione riportata tra il fenotipo di metabolismo ultrarapido e i disturbi 
alimentari. 
Il CYP2D6, altre isoforme del sistema P450 tra cui CYP2C9, CYP2C19, CYP3A4, 
CYP3A5 e il gene ABCB1, codificante per la glicoproteina P, sono coinvolti 
rispettivamente nei processi metabolici e di trasporto in vitro e in vivo dei farmaci 
somministrati per il trattamento della narcolessia. La narcolessia è un disturbo 
organico del sonno di tipo neurologico caratterizzato da sintomi quali eccessiva 
sonnolenza diurna, cataplessia, paralisi del sonno, allucinazioni ipnagogiche e 
sonno notturno disturbato. Il trattamento della narcolessia è di tipo sintomatologico 
e include la somministrazione di stimolanti come il modafinil per la sonnolenza 
diurna e di antidepressivi noradrenergici, come la venlafaxina, per la cataplessia e 
per i sintomi legati alle anomalie del sonno REM. Inoltre, in molti casi di 
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narcolessia sono stati osservati sintomi riconducibili a disturbi psichiatrici, tra cui i 
disturbi alimentari. 
Lo scopo della presente ricerca è duplice: mediante l’analisi del fenotipo dei geni 
CYP2D6, CYP2C9, CYP2C19, CYP3A4, CYP3A5 e ABCB1 in un campione di 108 
pazienti con diagnosi di narcolessia con cataplessia afferenti al Dipartimento di 
Scienze Neurologiche dell’Università di Bologna, quello di valutare statisticamente 
l’associazione tra il polimorfismo del CYP2D6 e la presenza di comorbidità 
psichiatriche nei pazienti a cui si aggiunge quello di comporre un profilo 
farmacogenetico per ogni paziente con lo scopo di inquadrare il trattamento 
dell’ambito di una terapia personalizzata. 
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CAPITOLO 1: LA 
FARMACOGENETICA E IL 
CITOCROMO P450 
 
1.1 LA FARMACOGENETICA 
 
1.1.1 STORIA DELLA FARMACOGENETICA 
I primi studi riguardanti la farmacogenetica risalgono al 1932 quando Snyder  
osservò la presenza di variazioni nei recettori individuali del gusto, dimostrando 
che questo tratto era determinato geneticamente (Snyder, 1932). Gli anni ’50 
furono la decade in cui la farmacogenetica emerse come disciplina a sé stante e 
gli studi si concentrarono sui farmaci più largamente impiegati in quell’epoca: 
primachina, succinilcolina e isoniazide. Fu dimostrato che la tossicità alla 
primachina, che provocava emolisi acuta in alcuni individui, era dovuta ad un 
deficit dell’enzima glucosio-6-fosfato deidrogenasi negli eritrociti (Alving et al., 
1956) e le relative basi molecolari furono individuate successivamente (Hirono e 
Beutler, 1988). Il farmaco succinilcolina fornì il secondo esempio di una variante 
genetica che causa un’anormale risposta al trattamento: la succinilcolina causa 
paralisi muscolare, generalmente per pochi minuti, ma in casi eccezionali, fino ad 
un’ora e questo effetto prolungato è dovuto ad una alterata funzionalità della 
pseudocolinesterasi. Studi su famiglie mostrarono infatti che la mancanza di 
attività della pseudocolinesterasi veniva ereditata come tratto autosomico 
recessivo (Lehmann e Ryan, 1956; Kalow e Staron, 1957). Infine il perfetto 
esempio di difetto genetico del metabolismo dei farmaci è l’acetilazione, osservata 
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per la prima volta con l’avvento dell’isoniazide come trattamento della tubercolosi 
negli anni ’50 e fu dimostrato che il difetto metabolico nell’acetilazione era dovuto 
a mutazioni sul gene della N-acetiltransferasi-2 (NAT2) (Hughes et al., 1954; 
Mitchell e Bell, 1957; Evans et al., 1960). Il termine farmacogenetica fu coniato per 
la prima volta nel 1959 dal farmacologo tedesco Friedrich Vogel per definire la 
relazione esistente tra fattori genetici individuali e la risposta ai farmaci (Vogel, 
1959), due anni dopo che Arno Motulsky aveva definito il concetto per cui i difetti 
metabolici ereditati potessero spiegare le differenze interindividuali nella risposta 
ai farmaci (Motulsky, 1957). In seguito fu pubblicata la prima monografia sulla 
farmacogenetica, in cui furono revisionati tutti gli esempi di fattori genetici che 
influenzavano la risposta ai farmaci pubblicati fino ad allora (Kalow, 1962). Queste 
ultime pubblicazioni aprirono la strada, negli anni successivi, a numerose 
osservazioni su come la genetica condizionasse la risposta ai farmaci, fino agli 
studi sui gemelli identici per stabilire quale fosse il contributo genetico 
all’eliminazione di numerosi farmaci dal plasma (Alexsanderson et al., 1969; 
Vesell, 1978). 
Da allora l’interesse riscosso dalla farmacogenetica tra medici, genetisti e industrie 
farmaceutiche, come rivelato dal rapido aumento delle pubblicazioni 
sull’argomento, è andato sempre più crescendo: i progressi in campo biochimico 
consentirono la scoperta degli enzimi del metabolismo dei farmaci e la 
caratterizzazione delle reazioni da essi catalizzate, mentre la genetica molecolare, 
contribuì ad approfondire le conoscenze scientifiche circa le sequenze geniche e 
la variabilità dei geni del metabolismo. 
Più di recente è stato introdotto il termine farmacogenomica (Marshall, 1997) che 
identifica un concetto più ampio basato sullo studio di tutti i geni dell’intero 
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genoma che possono determinare una risposta ai farmaci (Evans e Relling, 1999). 
Pur occupandosi della stessa materia, farmacogenetica e farmacogenomica 
utilizzano un approccio differente e possono essere considerate l’una l’evoluzione 
dell’altra: mentre il focus della farmacogenetica è di predire la risposta al 
trattamento farmacologico con lo scopo di impostare una terapia personalizzata, la 
farmacogenomica adotta un approccio più generale, partendo dall’analisi 
dell’intero genoma per identificare sia i nuovi geni che possano fungere da 
bersaglio per nuove terapie, sia i profili genetici individuali dai quali può dipendere 
la risposta ai farmaci somministrati. 
 
 
1.1.2 CENNI DI FARMACOCINETICA 
La farmacocinetica è una branca della farmacologia che studia quantitativamente 
l'assorbimento, la distribuzione, il metabolismo e l'eliminazione (ADME) dei 
farmaci. 
I geni che codificano per proteine coinvolte nei processi dell’ADME sono stati 
studiati per la presenza di mutazioni e polimorfismi determinanti la sintesi di 
proteine a funzione o espressione alterata. Tali mutazioni sono state 
ripetutamente associate alle proprietà farmacocinetiche in vitro e in vivo di una 
larga gamma di farmaci e la loro correlazione con gli esiti clinici è ancora una 
questione molto dibattuta. 
I geni dell’ADME sono raggruppati in quattro categorie: 
 
- enzimi del metabolismo di fase I e di fase II, responsabili rispettivamente 
dell’introduzione di gruppi funzionali sulla molecola e della coniugazione del 
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metabolita con una seconda molecola endogena al fine di rendere più 
idrofilo il farmaco e garantirne l’eliminazione (figura 1); 
- proteine di trasporto, responsabili dell’assorbimento e dell’escrezione dei 
farmaci fuori e dentro la cellula (inclusa la famiglia ABC); 
- proteine di legame sierologiche, responsabili della distribuzione; 
- fattori di trascrizione che possono alterare l’espressione degli altri geni 
dell’ADME o influenzarne la biochimica. 
 
Il primo di questi gruppi, che comprende la superfamiglia degli enzimi del 
citocromo P450 è, ad oggi, il più studiato (Grossman. 2009). 
 
 
Figura 1: Enzimi responsabili della fase I nel metabolismo dei farmaci, come è evidente, la maggior parte di 
essi fa parte della superfamiglia del citocromo P450 (Evans e Relling, 1999). 
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1.1.3 SINGLE NUCLEOTIDE POLYMORPHISM (SNP) 
Gli SNP (Single Nucleotide Polymorphism) sono polimorfismi in cui si osserva la 
variazione di una singola base all’interno di un gene. Questi polimorfismi possono 
trovarsi in vari punti di una sequenza genica, dalla regione codificante a quella non 
codificante, fino alla regione del promotore. Gli SNP che si trovano nella regione 
codificante hanno importanti conseguenze sulla funzionalità della proteina, 
dall’assenza di effetto, alla completa inattivazione. Il cambio nucleotidico nella 
sequenza genica fa sì che sussista una modifica nel codone e conseguentemente 
un cambiamento in fase di traduzione, infatti un cambio nucleotidico può risultare 
in un cambio aminoacidico, determinando la sintesi di una proteina mutata. Uno 
SNP che non comporta un cambio aminoacidico è definito sinonimo o silente, 
mentre un cambio nucleotidico che risulta in un codone di stop o nonsenso, 
termina prematuramente la traduzione determinando la sintesi di una proteina 
tronca e, dunque, inattiva. Gli SNP possono avere effetti sostanziali anche quando 
sono localizzati al di fuori della regione codificante ed interessare la trascrizione, lo 
splicing, la degradazione e l’efficienza della traduzione. 
Nell’uomo sono stati individuati oltre 11 milioni di SNP ed è stato stimato che i 
genomi di due individui non imparentati tra loro si differenzino per oltre 3 milioni di 
questi polimorfismi (Tzvetkov e von Ahsen, 2012). Questi 3 milioni di differenze 
genetiche danno un contributo significativo alla variabilità osservata nei fenotipi 
umani, sia nella suscettibilità alle malattie che nella risposta agli xenobiotici 
(Twyman, 2004) e a tal proposito la genotipizzazione degli SNP è diventata 
essenziale nell’era della farmacogenetica e della terapia personalizzata (Ahn et 
al., 2012). 
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1.1.4 IL SIGNIFICATO DELLA FARMACOGENETICA IN SANITÀ 
PUBBLICA 
È stato stimato che solo il 30-60% dei pazienti risponde in maniera appropriata al 
trattamento con farmaci di vario tipo come antidepressivi, beta-bloccanti, statine e 
antipsicotici. Le reazioni avverse al farmaco (Adverse Drug Reaction, ADR) 
rappresentano la sesta causa di morte negli Stati Uniti (Cohen, 2012), causano 
circa il 7% delle ammissioni ospedaliere, una frequenza che aumenta nel caso di 
pazienti ultrasettantenni (Ingelman-Sundberg e Sim, 2010), e sono spesso dovute 
a interazioni tra farmaci somministrati in politerapia e prescrizione di dosi o 
addirittura farmaci errati. Comunque una parte importante e sempre crescente 
delle ADR deriva dal polimorfismo genetico degli enzimi implicati nel metabolismo 
dei farmaci, oggetto di studio della ricerca farmacogenetica (Newman, 2012). 
La farmacogenetica può influenzare la pratica medica suggerendo una selezione 
dei farmaci basata sulla genetica del paziente, facilitando e velocizzando la 
prescrizione ed evitando eventuali ADR (Newman, 2012; Blakey e Hall, 2011), fino 
ad arrivare alla terapia personalizzata, sorpassando il concetto del ―one size fits 
all‖, e prescrivere il giusto farmaco nel giusto dosaggio al giusto paziente 
(Mancinelli et al., 2000). Tale approccio personalizzato della terapia ha anche il 
potenziale di rendere la sanità economicamente più efficace: assicurare un 
migliore trattamento, prescrizioni più appropriate e l’identificazione delle 
sottopopolazioni a rischio di ADR può portare ad una diminuzione dei costi per il 
sistema sanitario (Mette et al., 2012). 
La mancanza, nell’attuale pratica medica di un approccio personalizzato della 
prescrizione determina una somministrazione di farmaci e dosaggi basata su 
come il farmaco agisce in un campione random di individui. Di conseguenza, 
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l’aggiustamento terapeutico implica l’attuazione di un processo di tentativi ed errori 
per raggiungere l’effetto desiderato per ogni paziente. Con un approccio 
personalizzato, il medico può usare le informazioni derivanti dalle caratteristiche 
genetiche del paziente per selezionare il farmaco appropriato ed il giusto dosaggio 
(Cohen, 2012). Purtroppo, attualmente i dati farmacogenetici sono utilizzati per 
predire la risposta ai farmaci solo in sottogruppi di pazienti e non ancora allo 
scopo di stabilire una terapia personalizzata per il singolo paziente (Lesko e 
Schmidt, 2012). 
 
 
1.2 IL CITOCROMO P450 
La famiglia del citocromo P450 è una superfamiglia enzimatica di emoproteine 
coinvolte nel metabolismo di xeno ed endobiotici e responsabili di circa l’80% di 
tutto il metabolismo di fase I (Eichelbaum et al., 2006), sono generalmente 
localizzati a livello epatico ma vengono espressi anche in reni, polmoni, intestino 
tenue e cervello. Il citocromo P450 fu individuato per la prima volta nel 1958 da 
Martin Klingenberg (Klingenberg, 1958) e fu successivamente denominato P450 a 
causa del suo caratteristico picco di assorbanza a 450nm (chiamato picco di 
Soret), indice della funzionalità della proteina e differente da quello di tutte le altre 
emoproteine che invece assorbono la luce alla lunghezza d’onda di circa 420nm. 
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1.2.1 ISOFORME E POLIMORFISMI DEL P450 E RELATIVO 
SIGNIFICATO CLINICO 
Nell’uomo sono stati finora identificati 57 geni funzionali e 58 pseudogeni, divisi in 
18 famiglie e 44 sottofamiglie (Zanger e Schwab, 2013). Tutte le isoforme del 
citocromo P450 sono denominate con l’abbreviazione CYP seguita da un numero 
che ne indica la famiglia. I geni CYP umani sono estremamente polimorfici e i 
differenti alleli per ciascuna isoforma sono elencati nel sito internet Human CYP 
allele nomenclature committee (www.cypalleles.ki.se). Il sito contiene informazioni 
riguardanti i geni CYP1A1, CYP1A2, CYP1B1,CYP2A6, CYP2A13, CYP2B6, 
CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19,CYP2D6, CYP2E1, CYP2F1, CYP2J2, CYP2R1, 
CYP2S1,CYP3A4, CYP3A5, CYP3A7, CYP3A43, CYP4A11, CYP4A22,CYP4B1, 
CYP5A1, CYP8A1, CYP19A1, CYP21A2 e CYP26A1; tutti i nuovi alleli scoperti, 
prima della pubblicazione, vengono revisionati in base ai criteri di inclusione 
contenuti nel sito. Nel 1996 fu introdotta una nomenclatura sistematica per gli alleli 
delle isoforme del P450: le varianti che condividono una mutazione chiave che 
apporta importanti effetti dal punto di vista funzionale o che determina un cambio 
aminoacidico, sono designate dallo stesso numero ma sono distinte da lettere nel 
caso in cui siano differenziate da mutazioni con un ruolo secondario (Ingelman-
Sundberg et al. 2000; Ingelman-Sundberg and Oscarson 2002). L’allele wild-type 
è rappresentato, per tutti i geni, dall’allele *1 la cui sequenza funge da sequenza di 
riferimento rispetto alla quale vengono riportate tutte le mutazioni individuate nei 
nuovi alleli. Attualmente sono state identificate più di 350 varianti alleliche 
funzionalmente differenti, come le varianti che influenzano la funzione e l’attività 
dei prodotti genici (Ingelman-Sundberg et al., 2007). 
Il polimorfismo funzionale dei CYP consiste di delezioni e duplicazioni geniche, 
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che causano un’attività aumentata o annullata; SNP, che possono causare cambi 
aminoacidici e determinare un’alterazione nella specificità per il substrato; 
inserzioni e delezioni, che possono causare uno spostamento nella lettura e 
codificare per enzimi inattivi. Non sono importanti solo le mutazioni presenti nella 
parte codificante del gene: le mutazioni presenti a livello intronico possono creare 
siti di splicing alterati che provocare un’alterata funzionalità proteica (Ingelman-
Sundberg e Sim, 2010).  
È interessante il fatto che i polimorfismi che determinano una perdita di 
funzionalità (loss-of-function) influenzano più spesso lo splicing e l’espressione 
rispetto alla trascrizione o la struttura proteica (Sadee et al., 2011) mentre le 
varianti che determinano un incremento della funzionalità (gain-of-function) 
includono il copy number variation (CNV) per il quale multiple copie di un allele 
funzionale possono provocare un incremento del dosaggio enzimatico (Johansson 
e Ingelman-Sundberg, 2008). L’impatto clinico del polimorfismo dei CYP deve 
essere considerato all’interno del contesto farmacologico. Le variazioni loss-of-
function porteranno ad una diminuita clearance e ad un’aumentata concentrazione 
plasmatica del farmaco mentre le variazioni gain-of-function porteranno ad un 
aumento della clearance e ad una più bassa concentrazione di farmaco. Se il 
farmaco è farmacologicamente attivo, tali mutazioni determineranno un aumento e 
un decremento dell’effetto del farmaco, rispettivamente. Se il farmaco deve però 
essere metabolicamente attivato (profarmaco), ci si aspetta che accada il 
contrario. In questo caso è importante considerare l’attività o la tossicità del 
metabolita (Zanger e Schwab, 2013). 
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1.2.2 EVOLUZIONE DEL CITOCROMO P450 
Gli enzimi del sistema del citocromo P450 sono presenti in tutti in tutti gli 
organismi viventi (procarioti ed eucarioti) ed essendo stati individuati nei principali 
tre domini degli organismi viventi, Batteri, Archaea ed Eucarioti, si pensa che i 
moderni citocromi debbano essersi originati da un gene ancestrale che esisteva 
approssimativamente 3,5 miliardi di anni fa (Nelson et al., 1993; Nelson et al., 
1996). Si ritiene che l’origine dei polimorfismi del citocromo P450 sia frutto 
dell’interazione tra piante ed animali (Schuler, 1996). Le piante evolvono 
continuamente i loro pathway biosintetici con lo scopo di sintetizzare metaboliti 
secondari per i loro cicli riproduttivi e difendersi dai predatori. Quando gli animali 
colonizzarono la terra (Figura 4) e cominciarono a cibarsi di piante, le piante 
risposero evolvendo nuovi geni per sintetizzare metaboliti tossici. Al fine di 
proteggersi da queste nuove tossine, gli animali si adattarono a loro volta 
evolvendo nuovi geni per metabolizzare gli xenobiotici e superare, così, i continui 
cambiamenti del regno vegetale (Gonzalez e Nebert, 1990). È importante 
sottolineare che molti dei farmaci attualmente utilizzati nella pratica clinica 
derivano da metaboliti naturali delle piante e sono metabolizzati dalla 
superfamiglia di enzimi del citocromo P450. Un’altra particolarità evolutiva di 
questo sistema enzimatico è rappresentata dal verificarsi di un grande numero di 
duplicazioni geniche del P450 quando gli animali hanno cominciato a cibarsi di 
piante: la più forte pressione selettiva ad aver causato queste duplicazioni è 
presumibilmente di origine dietetica, con l’aggiunta di un ruolo fondamentale 
giocato dalle tossine vegetali. Contrariamente a ciò, non ci si aspetta in futuro 
nessuna selezione nella costituzione dei geni del P450 a causa dell’inquinamento 
perché il cancro, una possibile conseguenza dei processi inquinanti, insorge dopo 
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il periodo riproduttivo umano (Ingelman-Sundberg et a., 1999). 
 
Figura 2: albero filogenetico delle famiglie geniche umane CYP1-CYP4 in relazione alla distanza evolutiva. La 
diversificazione dei geni del P450 ha avuto luogo in risposta ai cambiamenti ambientali, con il verificarsi di 
molte duplicazioni geniche in concomitanza alla colonizzazione terrestre degli animali. L’albero filogenetico 
specifico per il locus CYP2D è mostrato in basso in dettaglio. Tra gli Etiopi, gli alleli duplicati vengono generati 
frequentemente attraverso eventi di ricombinazione, contrariamente all’evoluzione del locus CYP2D nelle 
popolazioni caucasiche (Ingelman-Sundberg et a., 1999). 
 
1. 3 CYP2D6 
Il CYP2D6 è l’enzima implicato nel metabolismo dei farmaci più studiato 
nell’uomo, il suo polimorfismo è molto importante dal punto di vista clinico ed è 
stata la prima isoforma del sistema P450 ad essere caratterizzata a livello 
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molecolare (Ingelman-Sundberg, 2005). Questo enzima rappresenta solo una 
piccola percentuale di tutti i P450 epatici ma il suo ruolo nel metabolismo è 
particolamente significativo, essendo responsabile del metabolismo di circa il 25% 
dei farmaci utilizzati nella pratica clinica (Zanger et al., 2004). 
Il CYP2D6 è un gene di 4.3 kilobasi (kb), fa parte di un cluster localizzato sul 
cromosoma 22 del quale fanno parte anche due pseudogeni CYP2D7 e CYP2D8P 
ed è l’unico gene della sottofamiglia CYP2D che codifica per una proteina (Kimura 
et al., 1989). L’espressione del CYP2D6, contrariamente ad altre isoforme del 
P450, non è regolata da fattori ambientali o ormonali conosciuti e non è inducibile 
(Ingelman-Sundberg, 2005). 
 
 
1.3.1 RUOLO NEL METABOLISMO 
Il CYP2D6 metabolizza un ampio numero di farmaci appartenenti a quasi tutte le 
classi come antiaritmici, antidepressivi triciclici e di seconda generazione, 
antipsicotici, beta-bloccanti, antitumorali come il tamoxifen e svariati analgesici 
oppioidi come codeina e tramadolo (Zanger et al., 2008; Stingl et al., 2012). Al fine 
di determinare l’ossidazione dei farmaci da parte del CYP2D6 sono stati utilizzati 
farmaci altamente selettivi come debrisochina, destrometorfano, metoprololo, 
sparteina e tramadolo (Frank et al., 2007). Questa particolare isoforma del P450 è 
implicata anche nella biotrasformazione di composti endogeni come la 
rigenerazione della serotonina dalla 5-metossitriptamina (Yu et al., 2003). Il 
CYP2D6 può essere inibito da numerosi composti che legano l’enzima con 
un’altissima affinità pur non essendone substrati, come la quinidina e il metadone 
(Gelston et al., 2012). Alcuni di questi inibitori possono agire così energicamente 
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da cambiare il fenotipo del paziente: questo fenomeno è conosciuto come 
phenocopying. Quando invece è lo stesso substrato dell’enzima ad agire da 
inibitore, si parla di autophenocopying (Owen et al., 2009). La relazione tra la 
struttura e l’attività dei substrati e degli inibitori del CYP2D6 è stata fondamentale 
per lo sviluppo di modelli farmacocinetici (Lewis et al., 2004). 
 
 
1.3.2 EVOLUZIONE DEL LOCUS CYP2D 
In figura 4 è mostrata l’evoluzione del locus CYP2D. In Etiopia ha avuto luogo una 
diversa evoluzione del locus rispetto a quella verificatasi nella popolazione 
caucasica. In questa popolazione si sono originati alleli duplicati attraverso eventi 
di ricombinazione. Ciò indica che tale popolazione è stata sottoposta ad una forte 
pressione selettiva, probabilmente di origine dietetica. Secondo Clark, le 
duplicazioni geniche possono diffondersi solo se forniscono all’organismo un 
diretto vantaggio nei confronti dell’ambiente circostante (Clark, 1994), ma, più 
verosimilmente, gli alcaloidi, che mostrano un’affinità nanomolare per il CYP2D6, 
hanno esacerbato questa pressione basata sull’adattamento ai composti 
alimentari (Fonne-Pfister e Meyer, 1988). Nel caso della popolazione etiope, 
l’adattamento dietetico attraverso l’induzione non è stato possibile perché il 
CYP2D6 è un enzima non inducibile. Così l’adattamento si è verificato attraverso 
eventi di ricombinazione che hanno creato alleli duplicati e la selezione di individui 
che portavano duplicazioni o moltiplicazioni del CYP2D6 rispetto a quelli che 
portavano alleli deleti o inattivi (Ingelman-Sundberg et a., 1999). 
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1.3.3 FENOTIPI DEL CYP2D6: CLASSIFICAZIONE E DEFINIZIONE 
Il fenotipo di ossidazione dei farmaci viene normalmente stabilito mediante la 
somministrazione di un farmaco sonda e la successiva quantificazione dello 
stesso e dei suoi metaboliti a livello plasmatico e urinario. Sfortunatamente per 
molti enzimi del citocromo P450, la valutazione dell’attività dell’enzima nelle cellule 
del sangue non costituisce una valida alternativa a causa dei bassi livelli di 
espressione di questi enzimi nei linfociti. La più comune procedura utilizzata per 
determinare l’attività enzimatica è la determinazione del rapporto metabolico 
urinario (metabolic ratio, MR), ossia il rapporto tra la quantità di farmaco 
immodificato e la quantità di metabolita dello stesso farmaco che appaiono a 
livello urinario ad un determinato intervallo di tempo dopo la somministrazione di 
una dose singola di farmaco sonda. La determinazione della MR in diversi 
individui ha portato alla definizione di quattro fenotipi del CYP2D6: soggetti che 
mostrano assenza di metabolizzazione del farmaco sonda sono classificati come 
metabolizzatori lenti (poor metabolizer, PM), mentre quelli che lo metabolizzano 
vengono suddivisi in tre classi fenotipiche: metabolizzatori ultrarapidi (ultrarapid 
metabolizer, UM), metabolizzatori estensivi (extensive metabolizer, EM) e 
metabolizzatori intermedi (intermediate metabolizer, IM). Gli UM sono dotati di 
un’attività enzimatica estremamente elevata conferitagli dalla presenza di più di tre 
copie funzionali del gene; gli EM possiedono una capacità metabolica nella norma 
mentre gli IM metabolizzano i substrati più lentamente rispetto agli EM. (Zanger et 
al., 2004). Questa classificazione tradizionale dei fenotipi è, ad oggi, la più diffusa 
negli studi di popolazione ma, basandosi sull’assunzione della dominanza per la 
quale il fenotipo viene definito dall’allele con maggiore attività enzimatica, presenta 
delle limitazioni, poiché non considera la notevole variabilità interindividuale del 
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polimorfismo del CYP2D6: soggetti aventi lo stesso genotipo presentano infatti 
differenze fenotipiche definite dalla MR. Inoltre non tiene conto della 
sovrapposizione tra gruppi metabolici data la difficoltà nella definizione di un cut-
off tra i soggetti EM e IM. A tal proposito, Gaedigk et al. hanno proposto un 
metodo alternativo denominato modello Activity Score (AS) che prevede 
l’assegnazione di un punteggio ad ogni allele secondo il grado di attività che 
presenta. Il punteggio conferito agli alleli funzionali è 1, quello degli alleli a 
funzionalità ridotta è 0,5 e quello conferito agli alleli nulli corrisponde a 0; inoltre, 
ogni allele, se duplicato, riceve un punteggio doppio, quindi alleli nulli duplicati 
riceveranno comunque un punteggio pari a 0. Questo metodo fornisce 
informazioni riguardo alla probabilità di un individuo di appartenere ad un 
determinato fenotipo (Gaedigk et al., 2008). 
La correlazione tra le due classificazioni fenotipiche è illustrata in figura 3. 
 
 
 
Figura 3: correlazione tra la classificazione tradizionale dei fenotipi CYP2D6 e la classificazione fenotipica 
basata sul calcolo dell'Activity Score (Wu et al., 2011). 
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1.3.4 ALLELI DEL CYP2D6 E RELATIVO IMPATTO FUNZIONALE 
Attualmente sono elencate sul sito CYPalleles (http://www.imm.ki.se/CYPalleles/) 
105 diverse varianti alleliche tra alleli a funzionalità normale, nulla, intermedia e 
aumentata (Figura 4). 
 
 
Figura 4: Determinazione di 20 differenti aplotipi del CYP2D6 attraverso l’analisi di 12 posizioni SNP 
(Sistonen et al. 2007). 
 
L’allele wild-type è rappresentato dall’allele 2D6*1 che codifica per una proteina ad 
attività normale. Gli studi funzionali non hanno dimostrato un’alterata attività 
enzimatica anche per gli alleli 2D6*2, *27, *33, *35, *39, *48 e le relative 
sottovarianti. Gli alleli nulli codificano per una proteina a funzionalità annullata e 
possono causare il fenotipo PM, se presenti in omozigosi. Questi alleli possono 
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essere causati da mutazioni SNP o da piccole inserzioni o delezioni che 
interrompono il frame di lettura o che interferiscono con il corretto splicing 
determinando una terminazione prematura del prodotto proteico durante la sintesi, 
come per esempio gli alleli 2D6*3, *4, *6, *8, *11, *15, *19, *20, *38, *40, *42, *44. 
Solo alcuni alleli codificano per una proteina a lunghezza normale ma che 
comunque non è funzionale, ne sono esempio gli alleli 2D6*7, *12, *14, *18 
(Zanger et. Al., 2004). Infine esistono alleli nulli che risultano tali grazie ad una 
intera delezione genica (2D6*5, Gaedigk et al. 1991) o per via della formazione di 
un gene ibrido CYP2D6/CYP2D7 (2D6*13, *16, Daly et al. 1996). 
Altri alleli codificano per proteine a funzionalità ridotta. La riduzione dell’attività 
enzimatica è spesso dovuta ad una ridotta stabilità della proteina, ad un 
riconoscimento non ottimale del substrato od ad una diminuita affinità substrato-
enzima e può essere substrato-dipendente. Mostrano un’attività diminuita, gli alleli 
2D6*10, *14B, *17, *18, *36, *41, *47, *49, *50, *51, *54, *55 e *57 (Zanger et al., 
2004). 
Il fenotipo UM è determinato dalla presenza di più di tre copie funzionali del gene, 
causata dalla duplicazione o dalla moltiplicazione genica di alleli funzionali (figura 
7). Le duplicazioni e moltiplicazioni geniche sono il risultato di eventi di cross-over 
ineguale e altri meccanismi, ed interessano tutti i tipi di alleli del CYP2D6. La 
duplicazione è stata osservata inizialmente per l’allele *2 (Bertilsson et al., 1993; 
Johansson et al., 1993) e in seguito per gli alleli 2D6*1, *4, *6, *10, *17, *29, *35, 
*43 e *45 (Gaedigk et al. 2007). Non tutte le duplicazioni geniche coinvolgono geni 
funzionali e ciò complica la predizione del fenotipo (Gaedigk et al., 2012; 
Schaeffeler et al., 2003). Il risultato della duplicazione o moltiplicazione genica di 
alleli funzionali è un’attività metabolica estremamente aumentata. 
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Figura 5: Copy number variation del CYP2D6 (Ingelman-Sundberg et al., 2007). 
 
 
1.3.5 CENNI DI POPOLAZIONE 
La distribuzione dei fenotipi del CYP2D6 varia nelle diverse etnie. Le varianti che 
mostrano una distribuzione geografica omogenea sono 2D6*1 e 2D6*2 e questo 
può essere il risultato di una pressione selettiva a lungo termine che mantiene 
un’alta frequenza per gli alleli funzionali. Nei caucasici il più frequente allele a 
funzionalità annullata è l’allele 2D6*4, con una frequenza di circa il 20-25% e 
determina il 70-90% del fenotipo PM in questa etnia (Sachse et al., 1997; Griese 
et al., 1998). L’assenza dell’allele *4 nelle popolazioni asiatiche, africane e 
sudamericane spiega la bassa frequenza del fenotipo PM in queste popolazioni 
mentre tra gli afro-americani se ne registra una frequenza intermedia. La 
delezione genica del CYP2D6 (allele *5) mostra una frequenza che va dal 3 al 5% 
in molte popolazioni mentre gli alleli nulli 2D6*3 e *6 nei caucasici raggiungono 
una frequenza dell’1-3% circa. Gli alleli a funzionalità nulla che considerati 
singolarmente appaiono più rari, collettivamente contribuiscono in maniera 
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significativa al fenotipo PM. 
Il fenotipo IM è presente nelle maggiori etnie, ma sorprendentemente le mutazioni 
che causano tale fenotipo variano secondo le popolazioni. Circa il 10-15% dei 
caucasici è portatore di un allele difettivo (come ad esempio gli alleli 2D6*41, *9 e 
*10) in combinazione con un allele nullo, generalmente il 2D6*4. Il meccanismo 
dell’allele *41, comune tra i caucasici, è stato a lungo studiato ed è causato da uno 
SNP nell’introne 6 che risulta in un corretto splicing solo per una frazione di 
mRNA, e che determina una bassa attività dell’enzima sia in vitro che in vivo 
(Toscano et al., 2006). Nelle popolazioni asiatiche e africane gli alleli a funzionalità 
diminuita più presenti sono, rispettivamente, gli alleli *10 e *17. L’allele *17 ha una 
frequenza del 30% in Africa (Wennerholm et al., 2002) mentre l’allele *10 arriva 
fino alla frequenza del 50% tra le popolazioni asiatiche (Sakuyama et al., 2008). 
La frequenza totale delle duplicazioni geniche nei caucasici varia tra l’1 e il 5% 
mentre in alcune popolazioni arabe, est-africane e del pacifico può raggiungere 
anche il 50%.  
 
 
1.3.6 IMPATTO CLINICO DELLA VARIAZIONE GENETICA 
Numerosi studi clinici documentano l’importanza clinica del polimorfismo del 
CYP2D6 per la risposta e/o le reazioni avverse agli xenobiotici che vengono 
metabolizzati da questo enzima. Molti farmaci antiaritmici, ad esempio 
metoprololo, timololo, propafenone, vengono metabolicamente inattivati dal 
CYP2D6 e ciò determina un aumento del rischio di reazioni avverse al farmaco nei 
soggetti PM e IM, nonostante gli effetti clinici siano ancora controversi (Fux et al., 
2005; Darbar & Roden, 2006; Klotz, 2007; Mörike et al., 2008; Bijl et al., 2009; 
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Rau et al., 2009). 
Un grande numero di antidepressivi ad antipsicotici sono substrati del CYP2D6 e 
generalmente il metabolismo ossidativo porta alla loro inattivazione con un 
conseguente rischio di ADR nei fenotipi PM e IM e un fallimento terapeutico in 
soggetti UM. Gli studi sugli effetti clinici non sono tuttora unanimi, forse per via 
delle problematiche di dosaggio relative a questi farmaci (Kirchheiner et al., 2004; 
Bertilsson, 2007; Crisafulli et al., 2011; Stingl et al., 2012). 
Farmaci oppioidi come codeina, diidrocodeina, ossicodone e tramadolo, utilizzate 
nella terapia del dolore sono metabolizamente attivati dal CYP2D6 ed è stata 
dimostrata l’influenza del genotipo sull’efficacia e sulla sicurezza di queste 
sostanze (Stamer et al., 2010; Leppert, 2011; Madadi et al., 2012). Il profarmaco 
codeina è o-demetilato via CYP2D6 nel suo composto analgesico 
farmacologicamente attivo, la morfina. Gli individui PM non possono quindi 
ottenere da questo farmaco alcun effetto analgesico per via di una concentrazione 
plasmatica troppo bassa (Eckhardt et al., 1998). Per contro, è stata osservata 
un’aumentata efficienza della codeina e, a volte, una intossicazione da oppioidi in 
pazienti con multiple copie attive del gene e in neonati allattati da madri UM, dati 
coerenti con gli alti tassi di conversione di codeina in morfina in pazienti con 
fenotipo UM (Gasche et al., 2004; Koren et al., 2006; Madadi et al., 2009). 
Il tamoxifen viene metabolizzato in circa 22 metaboliti, due dei quali, 4-
idrossitamoxifen e endoxifen, paiono essere i composti responsabili dell’effetto 
antiestrogenico per via della loro alta affinità per il recettore dell’estrogeno 
(Johnson et al., 2004; M rdter et al., 2011). Dato che il CYP2D6 è l’enzima più 
importante per la 4-idrossilazione del tamoxifen (Dehal & Kupfer, 1997; Coller et 
al., 2002; Johnson et al., 2004), il suo polimorfismo genetico dovrebbe influenzare 
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le concentrazioni plasmatiche di questi metaboliti attivi e, conseguentemente, 
l’esito del trattamento (Brauch et al., 2009). Questa ipotesi è stata vagliata per più 
di una decade e studi retrospettivi hanno mostrato che i soggetti PM per il 
CYP2D6 mostravano meno benefici dalla terapia con tamoxifen rispetto ai soggetti 
con un metabolismo normale (Goetz et al., 2007; Schroth et al., 2007). I risultati 
provenienti da studi successivi sull’argomento, hanno confermato o smentito tale 
ipotesi (Schroth et al., 2009; Madlensky et al., 2011; Kiyotani et al., 2012; Irvin et 
al., 2011; Rae et al., 2012; Regan et al., 2012; Abraham et al., 2010). Una 
possibile spiegazione a questa discordanza nei risultati include un numero di 
fattori di confondimento che non sono stati presi in considerazione, da tali studi, in 
maniera sistematica, come chemioterapia precedente, inibizione enzimatica data 
da politerapia e menopausa, oltre che a diversi metodi di genotipizzazione (Brauch 
et al., 2013; Nakamura et al., 2012; Pharoah et al., 2012; Stanton, 2012). Inoltre il 
CYP2D6 è stato studiato come fattore di rischio in molte malattie come il 
Parkinsonismo (Christensen et al., 1998), la schizofrenia ed altri disturbi 
psichiatrici (Patsopoulos et al., 2005; Stingl et al., 2012), l’Alzheimer (Scordo et al., 
2006) e alcune forme di cancro (Agundez et al., 2004; Rodriguez-Antona et al., 
2010). 
 
 
1.3.7 METABOLISMO DI COMPOSTI ENDOGENI A LIVELLO 
CEREBRALE 
Il CYP2D6 è largamente espresso a livello cerebrale anche se la sua funzione non 
è ancora stata pienamente compresa. Nell’uomo esistono evidenze 
dell’espressione di questo gene e del suo mRNA a livello neuronale, e 
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preferenzialmente in ippocampo, talamo, ipotalamo, substantia nigra, cervelletto e 
neocorteccia (Siegle et al., 2001). 
Studi in vitro suggeriscono il coinvolgimento del CYP2D6 nella biosintesi di 
importanti molecole endogene a livello cerebrale, come la dopamina e la 5-
metossitriptamina (Yu et al., 2003; Bromek et al., 2011). Nei soggetti PM per il 
CYP2D6 si possono osservare differenze nelle funzioni cerebrali e 
comportamentali, dovute ad una alterata produzione di neurotrasmettitori 
endogeni. Ansia e impulsività sono state infatti associate al fenotipo PM (Peñas-
LLedó et a., 2009). Gli individui PM presentano minori livelli di serotonina rispetto 
ai metabolizzatori normali (Kirchheiner et al., 2005) e ciò può avere implicazioni a 
livello comportamentale su tratti come ansia e impulsività, generalmente attribuiti 
ad un basso tono serotoninergico (Gonzalez et al., 2008). Inoltre, rispetto ai 
metabolizzatori normali, i soggetti PM sembrano avere un’aumentata attività 
cerebrale nel talamo e nell’ippocampo, due regioni ove esiste un’alta espressione 
dell’enzima CYP2D6 (Kirchheiner et al., 2011). 
Oltre all’associazione tra ansia e soggetti PM, è stata trovata un’associazione tra i 
disordini alimentari e il numero di copie attive del gene CYP2D6. I pazienti con 
disordini alimentari sembrano avere una distribuzione allelica atipica caratterizzata 
da un’aumentata frequenza di individui con due o più geni attivi ed una più bassa 
frequenza di individui con uno o zero geni attivi. Questo pattern di distribuzione 
suggerisce che i pazienti con disordini alimentari potrebbero avere un’aumentata 
attività enzimatica del CYP2D6 (Peñas-Lledó et al., 2010). 
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1.4 CYP2C9/CYP2C19 
Le isoforme CYP2C9 e CYP2C19, insieme alle isoforme CYP2C8 e CYP2C18, 
fanno parte della sottofamiglia CYP2C, localizzata nel cromosoma 10. Il CYP2C9 
è il membro più espresso, al pari del CYP3A4, mentre il CYP2C19 ha un livello di 
espressione dalle 2 alle 10 volte minore (Coller et al., 2002; Koukouritaki et al., 
2004; Rettie e Jones, 2005). La forte differenza di espressione tra le due isoforme 
è dovuta in parte all’incapacità del promotore del CYP2C19 di essere attivato dal 
fattore nucleare HNF4α, nonostante la presenza, in entrambi i promotori di questi 
geni, di simili siti di legame per questo fattore (Kawashima et al., 2006). Il CYP2C9 
metabolizza non solo farmaci come warfarin, fenitoina, acido valproico, 
tolbutamide e molti FANS (Lee et al., 2002) ma anche substrati endogeni come 
acido arachidonico e alcuni steroidi, inoltre è inibito da vari composti e ciò può 
avere rilevanza clinica in caso di trattamento con warfarin (Lu et al., 2008). 
Il CYP2C19 è stato il primo enzima della sua sottofamiglia ad essere scoperto 
grazie al suo polimorfismo genetico risultante nei fenotipi EM e PM nel 
metabolismo della s-mefenitoina (Küpfer e Preisig, 1984). In seguito è stato 
dimostrato un coinvolgimento di questo enzima nel metabolismo degli inibitori 
della pompa protonica, come omeprazolo e pantoprazolo, e nella bioattivazione 
dell’anticoaugulante clapidogrel (Dansette et al., 2011; Boulenc et al., 2012; Hulot 
et al., 2006; Kazui et al., 2010). Il CYP2C19 ha anche un ruolo importante nel 
metabolismo di molti antidepressivi di prima e seconda generazione (Brøsen et al., 
2004) e di substrati endogeni come progesterone e melatonina. 
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1.4.1 POLIMORFISMO GENETICO, FUNZIONALITÀ E IMPATTO 
CLINICO 
Tra i 35 alleli elencati nella pagina del CYPalleles dedicata al CYP2C9, i due alleli 
più studiati sono 2C9*2 e *3 (Rettie e Jones, 2005). La frequenza globale delle 
due varianti è rispettivamente del 7% e del 4% ma la loro frequenza nelle 
popolazioni africane e asiatiche è generalmente bassa, mentre l’allele *2 è 
presente in circa il 10% dei caucasici. Nonostante entrambi influenzino l’attività 
enzimatica del CYP2C9 rendendolo inattivo, comparato con l’allele *2, l’allele *3 
pare ridurre maggiormente l’attività, riducendola dal 70 al 90%. Tra gli alleli a 
funzione ridotta, ne esistono anche di più rari come 2C9*5, *6, *8 e *11, sebbene 
l’allele *8 sia stata riconosciuta come la variante più frequente tra gli afro-
americani (Scott et al., 2009). La variabilità genetica del CYP2C9 è un fattore 
riconosciuto per le ADR dato che i suoi substrati sono farmaci con un basso indice 
terapeutico e molti studi hanno dimostrato il significato clinico delle varianti 
alleliche *2 e *3 per molti dei farmaci che il CYP2C9 metabolizza. Data la loro 
frequenza nella popolazione caucasica, esistono dall’1 al 2% di omozogoti ed 
emizigoti che possono esperire ipoglicemia in risposta al trattamento con 
ipoglicemizzanti (Holstein et al., 2005; Xu et al., 2009); emorragie gastrointestinali 
per utilizzo di FANS, soprattutto in pazienti anziani (He et al., 2011); ed emorragia 
in riposta al trattamento con anticoaugulanti tra cui il warfarin è probabilmente il 
più studiato in relazione al polimorfismo del CYP2C9 e per il quale esistono 
algoritmi per un dosaggio farmacogeneticamente guidato (Schwab e Schaeffeler, 
2011; Jonas e McLeod, 2009). 
Il CYP2C19 è una delle isoforme del P450 più rilevanti dal punto di vista clinico e 
l’esistenza di alleli nulli piuttosto comuni spiega la grande variabilità e la forte 
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associazione genotipo-fenotipo trovate per questo gene. Circa il 25% degli asiatici 
e circa il 2-5% delle altre popolazioni presenta un fenotipo PM per questa 
isoforma. I due alleli nulli più importanti sono 2C19*2, frequente nei caucasici, e 
l’allele *3, diffuso in Asia. L’allele *2 è causato da una mutazione sull’esone 5 e 
determina uno splicing aberrante (de Morais et al., 1994b) mentre la mutazione 
che causa l’allele *3 è localizzata sull’esone 4 e causa la sintesi di una proteina 
tronca (de Morais et al., 1994a). Un’ulteriore variante clinicamente rilevante è 
l’allele *17, causata da una mutazione sul promotore e che pare determinare un 
aumento dell’espressione genica (Sim et al., 2006). Infine altri alleli rari come il 
2C19*4 e *8 con una penetranza fenotipica sconosciuta sono elencati nel sito web 
del CYPalleles. 
L’effetto del polimorfismo del CYP2C19 sulla terapia contro H. pylori in pazienti 
con ulcera, è un particolare esempio di farmacogenetica clinica (Klotz et al., 2006; 
Furuta et al., 2004). Questa terapia implica la somministrazione di diversi 
antibiotici insieme ad un inibitore della pompa protonica che contribuisce ad 
accelerare la guarigione dell’ulcera e aumenta l’efficienza della terapia antibiotica. 
Dato il contributo del CYP2C19 al metabolismo degli inibitori della pompa 
protonica come pantoprazolo, lanzoprazolo ed omeprazolo, l’aumento del pH 
intragastrico e l’esito della terapia dipendono anche dal genotipo CYP2C19 del 
paziente (Furuta et al., 1998; Klotz et al., 2004; Furuta et al., 2007). Di 
conseguenza, dato il largo utilizzo degli inibitori della pompa protonica, conoscere 
il genotipo di questo gene diventa importante ai fini clinici (Schwab et al., 2004, 
2005). Sono stati documentati, inoltre, effetti farmacocinetici su parecchi 
antidepressivi come clomipramina, citalopram e amitriptilina (Nielsen et al., 1994; 
Tai et al., 2002; Steimer et al., 2005), e su benzodiazepine come diazepam e 
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clobazam (Bertilsson et al., 1989; Kosaki et al., 2004). Il gene CYP2C19 mostra 
anche un impatto sostanziale sulla farmacocinetica dell’antimicotico voriconazolo 
(Mikus et al., 2011) e dell’antimalarico proguanil (Kerb et al., 2009). Recenti studi 
sono stati incentrati sul conivolgimento del CYP2C19 come determinante genetico 
nell’efficacia del clopidogrel, un antiaggregante piastrinico, ed hanno confermato 
che i soggetti con un metabolismo lento mostrano un minor effetto anticoaugulante 
del clopidogrel a cui è associato un più alto rischio di reazioni avverse di tipo 
cardiovascolare (Sofi et al., 2011; Simon et al., 2009; Collet et al., 2009; Mega et 
al., 2009). 
 
 
1.5 CYP3A4/CYP3A5 
La sottofamiglia CYP3A del sistema P450 è localizzata sul cromosoma 7 ha una 
grandezza di 231 kb e consta di tre geni, CYP3A4, CYP3A5 e CYP3A7. Il 
CYP3A4 è espresso maggiormente a livello epatico ed è l’isoforma del sistema 
P450 più espressa a livello intestinale, contribuendo in maniera sostanziale 
all’effetto di primo passaggio dei farmaci a somministrazione orale, mentre in altri 
tessuti extraepatici, inclusi tratto respiratorio, cervello, polmoni e reni, 
l’espressione del CYP3A5 sembra essere predominante o simile a quella del 
CYP3A4 (Ding e Kaminsky, 2003; Daly et al., 2006). Infine, il CYP3A7 pare essere 
espresso maggiormente a livello fetale, anche se non è stato ancora studiato in 
dettaglio (Leeder et al., 2005). La sottofamiglia CYP3A gioca un ruolo 
fondamentale nel metabolismo di circa il 30% dei farmaci usati in pratica clinica 
(Zanger et al., 2008). Il sito attivo del CYP3A4 è ampio e flessibile e permette il 
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legame con composti lipofilici con grandi strutture (Hendrychová et al., 2011) 
come per esempio gli immunosoppressori come la ciclosporina A, antibiotici come 
l’eritromicina e farmaci chemioterapici come il taxol. Anche molecole più piccole 
possono legarsi al sito attivo come ifosfamide, tamoxifen, benzodiazepine, 
numerose statine, antidepressivi ed oppioidi. Il CYP3A4 è anche importante nel 
catabolismo degli steroidi endogeni come testosterone, progesterone, 
androstenedione, cortisolo e acidi biliari. La grande omologia tra le sequenze del 
CYP3A4 e del CYP3A5 (circa l’85%) porta ad una grande somiglianza nella 
selettività per i substrati tra le due isoforme (Williams et al., 2002). 
 
 
1.5.1 POLIMORFISMO GENETICO, FUNZIONALITÀ E IMPATTO 
CLINICO 
Una delle varianti polimorfiche più comunemente studiate del CYP3A4 è l’allele 
3A4*1B, determinato dalla mutazione di uno SNP vicino alla regione del promotore 
(-392A>G), presente nel 2-9% della popolazione caucasica e con frequenze più 
alte in Africa (48-80%). Questo allele è stato inizialmente associato con una 
maggiore severità del tumore alla prostata (Rebbeck et al., 1998) e l'associazione 
tra il 3A4*1B con uno stato avanzato della malattia è stato confermato da altri studi 
(Keshava et al., 2004; Perera, 2010). L’allele 1B è stato associato con una 
riduzione dell’espressione o dell’attività enzimatica del CYP3A4 (Dally et al., 2003) 
ma l’effetto funzionale di questa variante rimane controverso, nonostante siano 
stati condotti numerosi studi in vitro e su fegati umani (Klein et al., 2012; 
Rodríguez-Antona et al., 2005). Una recente scoperta che andrebbe sottolineata è 
la variante 3A4*22 che pare portare ad una diminuita espressione genica (Klein et 
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al., 2012). 
Per quanto riguarda il CYP3A5, l’allele più comune a funzionalità ridotta è l’allele 
3A5*3, causato da una mutazione nell’introne 3 che crea un sito accettore 
alternativo di splicing aberrante e porta alla sintesi di una proteina tronca (Kuehl et 
al., 2001). Questa variante è presente in tutti i gruppi entnici ad oggi tipizzati e 
mostra grandi differenze di frequenza tra le maggiori etnie (Kuehl et al., 2001). 
Molti studi si sono occupati di studiare il contributo della genetica del 3A5*3, 
dimostrando una forte associazione tra questo allele e una minore clearance del 
tacrolimus, una più alta concentrazione plasmatica e la necessità in pazienti 
portatori di quello allele di una minor dose di farmaco (Staatz et al, 2010a, 2010b).  
 L’allele 3A5*6 è provocato da una mutazione nell’esone 7 che, per via di uno 
splicing aberrante, porta ad un mRNA che manca dell’esone 7, questa variante è 
stata rilevata per ora solo in popolazioni di origine africana (Kuehl et al., 2001; Roy 
et al., 2005). Un altro allele nullo è la variante 3A5*7 che include una mutazione 
frame-shift (Hustert et al., 2001). Considerando complessivamente queste tre 
varianti alleliche, solo una piccola percentuale dei caucasici ed una più grande 
frazione di africani ed asiatici possiede una copia funzionale del gene (allele *1, 
wild-type). In questi individui il CYP3A5 può contribuire notevolmente al 
metabolismo dei farmaci, particolarmente per quei substrati che sono 
metabolizzati preferenzialmente dal CYP3A5 e per quei soggetti con una bassa 
espressione di CYP3A4 (Zanger et al., 2013). 
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1.6 ABCB1 
Tra i geni implicati nel metabolismo dei farmaci, esiste anche una classe di geni 
codificanti per proteine di trasporto, responsabili dell’assorbimento e 
dell’escrezione dei farmaci fuori e dentro la cellula. La glicoproteina P (P-gp) è un 
membro della famiglia dell’ATP binding cassette, è codificata dal gene ABCB1 ed 
è una glicoproteina di membrana con funzione di pompa. La funzione della 
glicoproteina P è di trasportare i farmaci dal dominio intracellulare a quello 
extracellulare. Questa proteina di trasporto è espressa in molti tessuti come quello 
epatico, renale e intestinale, inoltre è espressa nell’epitelio del plesso corioideo 
cerebrale e sull’epitelio luminale dei capillari sanguigni della barriera 
ematoencefalica oltre che in placenta, ovario e testicoli. Ciò suggerisce che la 
glicoproteina P agisca da barriera protettiva dagli xenobiotici (Marzolini et al., 
2004). La P-gp ha inoltre effetti sulla farmacocinetica di una grande varietà di 
farmaci, come antitumorali, digossina, statine, antistaminici e molti altri. 
L’ABCB1 è un gene composto da 29 esoni localizzato sul cromosoma 7. Sono 
stati osservati oltre 50 SNP e polimorfismi di inserzione e delezione sul cDNA di 
questo gene, anche se molti di questi sono silenti e non producono un cambio 
nella sequenza polipeptidica (Brinkmann et al., 2001; Saito et al., 2002; Evans e 
McLeod, 2003; Schwab et al., 2003). Nei vari gruppi popolazionistici, i tre SNP più 
comunemente osservati sono 1236C >T nell’esone 12, 2677G >T /A nell’esone 21 
e 3435C >T nell’esone 26: questi tre SNP sono stati studiati nell’ambito di studi di 
associazione con risultati controversi (Leschziner et al., 2007). La mutazione sullo 
SNP 1236C >T è una mutazione sinonima che non porta ad un cambio 
aminoacidico. L’allele wild-type ha una frequenza del 30-93% a seconda della 
popolazione mentre l’allele T è molto frequente in Asia. Nonostante siano stati 
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intrapresi vari studi per caratterizzare potenziali associazioni fenotipiche per 
questo SNP, la letteratura riporta comunque risultati contrastanti (Leschziner et al., 
2007). Lo SNP triallelico 2677G >T /A determina un cambio aminoacidico nella 
serina 893. L’allele T ha una frequenza molto variabile nelle varie popolazioni 
mentre la quella dell’omozigote GG è dell’81% nelle popolazioni africane rispetto 
alla frequenza del 10-32% riscontrata in indo-americani, messicani, italiani, asiatici 
e caucasici. Infine l’allele A raggiunge una frequenza massima del 17% in diverse 
etnie (Cascorbi et al., 2001; Yamauchi et al., 2002). Per quanto riguarda 
l’associazione fenotipica di questo SNP, esistono evidenze contrastanti 
(Leschziner et al., 2007). Lo SNP sinonimo 3435C>T mostra una grande variabilità 
interetnica con una frequenza dell’allele C che varia dal 34 al 90% in tutte le 
popolazioni (Schwab et al., 2003; Sakaeda et al., 2003; Dey, 2006). Nel 2000 
Hoffmeyer et al. hanno mostrato un’associazione tra l’allele T di questo SNP e una 
minore espressione della P-gp. Questo dato ha destato interesse per questo 
polimorfismo ma, ad oggi, questa associazione non è stata confermata 
(Leschziner et al., 2007). 
Gli SNP sopra descritti si trovano tra loro in forte Linkage Disequilibrium (LD) e 
sono stati frequentemente studiati e descritti sotto forma di aplotipi. Un aplotipo, 
per definizione, non è legato ad una regione genica, ma aplotipi gene-specifici 
possono assumere designazioni alleliche nella letteratura. Il sequenziamento 
dell’ABCB1 in differenti gruppi etnici ha portato alla designazione di ―star alleles‖, 
generalmente usati nella designazione allelica del Citocromo P450, ed altri geni 
del metabolismo dei farmaci. Gli ―star alleles‖ sono definiti in base ad una 
sequenza di riferimento denominata *1. L’allele ABCB1*1 contiene l’aplotipo CGC 
ma attualmente non sono stati designati altri alleli di questo gene in maniera 
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convenzionale ed uniforme (Hodges et al., 2011). Gli aplotipi CGC o TTT sono 
stati osservati come molto frequenti in varie etnie. Ovviamente la frequenza 
aplotipica varia a seconda dei gruppi etnici, per esempio l’aplotipo TTT è molto 
meno frequente in Africa rispetto alle popolazioni asiatiche e caucasiche (Kim et 
al., 2001; Kroetz et al., 2003; Tang et al., 2002). Questi aplotipi potrebbero giocare 
un importante ruolo nella risposta ai farmaci e nella suscettibilità alle malattie e 
studiare le mutazioni sul gene ABCB1 attraverso l’analisi degli aplotipi potrebbe 
rappresentare una migliore strategia per l’associazione con la funzionalità 
dell’enzima (Fung e Gottesman, 2009). Eccetto due studi che riportano 
un’associazione tra l’aplotipo TTT e un’aumentata esposizione alla digossina in 
europei e cinesi (Aarnoudse et al., 2008; Xu et al., 2008) e uno studio che 
dimostra una maggiore suscettibilità allo sviluppo del carcinoma della mammella 
nei portatori dell’aplotipo TTT (Wu et al., 2012), ad oggi gli studi di associazione 
per gli aplotipi dell’ABCB1 sono stati inconcludenti (Leschziner et al., 2007) e 
l’effetto del polimorfismo dell’ABCB1 sull’attività della glicoproteina P resta ancora 
controverso (Yoo et al., 2011). 
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CAPITOLO 2: LA NARCOLESSIA 
 
 
2.1 STORIA 
La narcolessia con cataplessia è una ipersonnia del Sistema Nervoso Centrale 
caratterizzata principalmente da eccessiva sonnolenza diurna (excessive daytime 
sleepiness, EDS) e anomale manifestazioni di sonno REM (rapid eye movement) 
dissociato, che includono: cataplessia, ossia l’improvvisa perdita di tono 
muscolare in seguito a forti emozioni, con coscienza preservata; allucinazioni 
ipnagogiche e/o ipnopompiche, ossia esperienze sensoriali intense e vivide che si 
verificano all'addormentamento e/o al risveglio; e paralisi del sonno, per cui il 
paziente, all'addormentamento o al risveglio esperisce una paralisi transitoria 
dell’ordine, in media, di alcune decine di secondi. A questa classica cosiddetta 
tetrade narcolettica, si aggiunge il sonno notturno disturbato da numerosi risvegli. 
Il primo studioso a dare una descrizione clinica della malattia che venne poi 
denominata narcolessia fu Carl Friedrich Otto Westphal, neurologo e psichiatra 
berlinese, nel 1877. Il caso da lui presentato riportava attacchi di debolezza 
muscolare in stato di coscienza, attacchi di sonno e sonno notturno disturbato. In 
precedenza erano stati presentati altri casi simili, ma la loro descrizione non 
escludeva altre forme di ipersonnia. Tre anni dopo, Jean-Baptiste-Édouard 
Gélineau, un medico francese, realizzò che l’insieme di questi sintomi 
rappresentava una distinta entità clinica, un morbus sui generis da lui denominato 
narcolessia (Overeem et al., 2001; Fromherz et al., 2004). 
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Nel 1902, Loewenfeld fu il primo studioso a riconoscere un’associazione tra gli 
attacchi di sonno e le paralisi temporanee della muscolatura somatica in seguito 
ad attacchi di rabbia o risata ed altri forti stati emozionali (Sturzenegger e Bassetti, 
2004), ma fu Henneberg nel 1916 a dare un nome a questo particolare sintomo 
introducendo per la prima volta il termine cataplessia (Henneberg, 1916). Nel 
corso del XX secolo la definizione clinica della malattia andò via via delineandosi, 
prima grazie all’introduzione della tetrade classica dei sintomi della narcolessia da 
parte di Yoss and Daly (1957), poi grazie alla scoperta di Vogel del 1960, secondo 
cui gli elettroencefalogrammi dei pazienti affetti da narcolessia presentavano 
insorgenza precoce di sonno REM. Vogel, in realtà, interpretò questa scoperta 
come prova che la narcolessia fosse una sindrome psicogena ma, nonostante ciò, 
la sua scoperta fu fondamentale per comprendere che cataplessia, allucinazioni 
ipnagogiche e paralisi del sonno sono tutte manifestazioni del sonno REM 
(Overeem et al., 2001). 
Negli anni ’70, la scoperta della narcolessia in modelli naturali di cane aprì la 
strada ad una nuova era della ricerca che portò prima alla scoperta della 
trasmissione della malattia come tratto recessivo autosomico nei Doberman 
Pinschers e Labrador Retrievers (Mignot et al., 1991) e, successivamente, alla 
scoperta nel 1999 e nel 2001 che la narcolessia canina familiare e sporadica 
hanno cause distinte, ma sono entrambe il risultato di una diminuzione della 
trasmissione di ipocretina (Lin et al., 1999; Ripley et al., 2001). Infatti, la scoperta 
della famiglia delle ipocretine nel 1998 (de Lecea et al., 1998; Sakurai et al., 
1998), fondamentale per comprendere la regolazione interdipendente dei cicli 
sonno-veglia, dell’appetito e della locomozione (Willie et al., 2001) e la successiva 
dimostrazione che anche i pazienti affetti da narcolessia con cataplessia 
43 
presentavano bassi livelli di ipocretina nel liquido cefalo-rachidiano (Mignot et al., 
2002) ha definitivamente rilanciato lo studio di questa rara malattia, le cui 
pubblicazioni a riguardo si sono moltiplicate. 
 
 
2.2 EPIDEMIOLOGIA 
Come molte altre malattie rare, la narcolessia è spesso sottostimata o mal 
diagnosticata portando ad un ritardo diagnostico medio di circa 8 anni (Morrish et 
al., 2004), pertanto l’esatta prevalenza della malattia non è ancora conosciuta. In 
ogni caso, la prevalenza stimata della narcolessia va dai 168 ai 799 casi su 
100.000, nonostante studi effettuati sulla popolazione giapponese ne rivelino una 
maggiore, di 1600 su 100.000 (Longstreth et al., 2007). L’incidenza stimata, grazie 
ad uno studio effettuato su una popolazione del Minnesota tra il 1960 e il 1989 
nell’ambito del Rochester Epidemiology Project, è di 0,74 su 100.000 persone in 
un anno per la diagnosi di narcolessia con cataplessia e di 1,37 su 100.000 
persone in un anno per la diagnosi di narcolessia con e senza cataplessia, 
tenendo conto che la prevalenza della narcolessia senza cataplessia è più difficile 
da accertare poiché la patologia in gran parte dei casi non viene diagnosticata 
(Silber et al., 2002); comunque questo sottogruppo potrebbe rappresentare dal 10 
al 50% della popolazione narcolettica (Wise et al., 2007; Mignot et al., 1997). 
La narcolessia può insorgere ad ogni età., tuttavia, la maggioranza dei pazienti 
mostra i primi sintomi tra i 10 e i 25 anni (Ohayon et al., 2005), e, nel corso della 
vita, si osserva una distribuzione bimodale con un picco più alto verso i 15 anni e 
uno più basso verso i 36 anni d’età (figura 6, Dauvilliers et al., 2001). Gli uomini 
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sembrano essere colpiti dalla malattia 1,6 volte più delle donne (Longstreth et al., 
2007). 
 
 
Figura 6: curve di densità dell'età di insorgenza della narcolessia in pazienti provenienti da Francia e Canada 
(Dauvillers et al., 2001). 
 
La comparazione tra pazienti con insorgenza precoce o tardiva ha inoltre 
dimostrato che tra gli individui che hanno sviluppato la malattia prima dei 27 anni  
esiste una più alta frequenza di cataplessia e una più frequente storia familiare di 
diagnosi di narcolessia (Dauvilliers et al., 2001). 
Nonostante le specifiche cause della narcolessia rimangano tutt’ora sconosciute, 
sembra che fattori sia genetici che ambientali partecipino allo sviluppo del 
disturbo. A supporto di un contributo di origine ambientale, esiste l’evidenza per 
cui la sintomatologia si manifesta a partire dalla seconda decade di vita e non alla 
nascita (Peacock and Benca, 2010). Tuttavia, mentre molti casi sembrano essere 
sporadici, esistono molte evidenze di narcolessia familiare: è stato stimato che tra 
parenti di primo grado esiste una probabilità dell’1-2% di sviluppare la malattia 
(Mignot et al., 1998). 
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2.3 SINTOMATOLOGIA 
La classica tetrade sintomatologica include EDS, cataplessia, paralisi del sonno e 
allucinazioni ipnagogiche. Non tutti i sintomi si manifestano in tutti i pazienti e 
possono variare in frequenza ed intensità e in tempo di comparsa (Ohayon et al., 
2005; Dauvilliers et al., 2007). 
Il primo sintomo ad apparire è generalmente l’EDS che ricorre in media ogni due 
ore, a seconda del paziente. La sonnolenza si manifesta quando il paziente si 
trova in una situazione di inattività e possiede caratteristiche peculiari: l’impulso a 
dormire è irresistibile, per quanto il paziente si sforzi di combatterne l’urgenza 
(Dauvilliers et al., 2007); gli episodi di sonno sono generalmente brevi, attorno ai 
venti minuti, ma una durata maggiore non preclude la diagnosi (Overeem et al., 
2001); sono spesso associati ad attività onirica e sono ristoratori (Dauvilliers et al., 
2007). 
La cataplessia è un sintomo specifico della narcolessia ed è considerato il miglior 
marker diagnostico (Dauvilliers et al., 2007). È caratterizzata da un’improvvisa 
perdita di tono muscolare bilaterale scatenata da fattori emozionali, più 
frequentemente da emozioni di tipo positivo come sorprese piacevoli, risate o 
scambi di battute, oppure da stati di rabbia; molto più raramente può essere 
scatenata da sforzo fisico, stress o paura (Scammell, 2003; Overeem et al., 2001; 
Dauvilliers et al., 2001; Thorpy, 2006). Durante l’attacco cataplettico tutti i muscoli 
striati possono essere coinvolti (eccetto il diaframma) fino ad arrivare alla caduta a 
terra del paziente. Gli attacchi parziali invece sono spesso limitati ai muscoli della 
faccia e/o degli arti provocando disartria, tremore della mascella, spasmi facciali e 
caduta della testa e della mandibola, piegamenti delle ginocchia, caduta di oggetti 
dalle mani. Durante episodi gli attacchi, sia generalizzati sia parziali, il paziente 
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rimane cosciente. La durata di un attacco cataplettico varia da pochi secondi a 
parecchi minuti mentre la frequenza va da meno di un episodio all’anno a più 
attacchi al giorno (Dauvilliers et al., 2007). 
Un altro sintomo tipico della narcolessia è rappresentato dalle allucinazioni 
ipnagogiche, esperienze oniriche molto vivide che si manifestano durante la 
transizione tra veglia e sonno. Tali allucinazioni sono frutto di un sonno REM 
dissociato e possono essere auditive, visive o somestesiche; spesso si tratta di 
esperienze spaventose, tali che il paziente ha paura di andare a dormire o tende a 
tenere nella stanza da letto un animale da compagnia, inoltre, anche se i pazienti 
conoscono la natura di questi episodi, spesso possono avere difficoltà nel 
distinguere sogno e realtà e in questi casi esiste il rischio di una errata diagnosi di 
schizofrenia (Dauvilliers et al., 2007). Le anomalie del sonno REM provocano 
anche paralisi del sonno e sonno notturno disturbato. Durante una paralisi del 
sonno, il paziente è incapace di muovere arti o capo e di parlare durante le fasi di 
risveglio e addormentamento, nonostante sia mentalmente vigile. Anche la 
respirazione può risultare difficoltosa, con senso di oppressione toracica. Le 
paralisi hanno una durata che varia da pochi secondi a parecchi minuti e spesso 
possono essere associate ad allucinazioni ipnagogiche, il che rende l’esperienza 
complessiva particolarmente angosciosa per i pazienti (Hishikawa et a., 1995; 
Dauvilliers et al., 2007). Dato che i pazienti narcolettici sono incapaci di restare 
svegli o addormentati per lunghi periodi di tempo, anche il loro sonno notturno è 
frammentato e disturbato: generalmente si addormentano immediatamente ma si 
risvegliano parecchie volte durante la notte. Questo sintomo, recentemente 
aggiunto alla classica tetrade sintomatologica della narcolessia, è stato registrato 
in un terzo dei pazienti (Dauvilliers et al., 2007).  
47 
Il decorso della narcolessia è difficile da descrivere per via della variabilità con cui 
appaiono i sintomi. In molti pazienti il primo sintomo a manifestarsi è l’EDS, 
accompagnata, in alcuni casi, dalla cataplessia, nel giro di un anno (Dauvilliers et 
al., 2001; Okun et al., 2002). Comunque la curva di insorgenza della cataplessia 
non coincide con la distribuzione bimodale dell’apparizione della sonnolenza 
diurna, dunque, nella maggior parte dei casi, i due sintomi insorgono in momenti 
della vita distanti tra loro (Dauvilliers et al., 2001). La sonnolenza diurna e la 
cataplessia sono sintomi che persistono durante tutta la durata della vita anche se 
è stato osservato un miglioramento del quadro clinico in età avanzata, 
probabilmente dovuto ad un maggiore adattamento alla malattia, all’efficacia del 
trattamento o ad una migliore gestione delle attività quotidiane e dei sonnellini 
diurni, mentre il sonno notturno disturbato sembra peggiorare con l’età (Dauvilliers 
et al., 2004). 
 
 
2.4 ASPETTI GENETICI 
 
2.4.1 TIPIZZAZIONE DELL’HLA 
HLA (Human leukocyte antigen) identifica un gruppo di geni localizzati sul 
cromosoma 6, che codificano per proteine collocate sulla superficie cellulare che 
hanno un importante ruolo nel riconoscimento e nel processamento di antigeni 
esterni da parte del sistema immunitario. Secondo uno studio condotto sui 
giapponesi, il 100% dei pazienti narcolettici analizzati presentava l’allele HLA-DR2 
(Juji et al. 1984), un’associazione che venne successivamente confermata in 
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Europa (Langdon et al., 1984; Billiard e Seignalet, 1985) e in Nord America 
(Poirier et al., 1986). Successivamente, con l’utilizzo di antisieri più specifici per 
caratterizzare meglio l’allele HLA-DR2, venne dimostrata un’associazione tra la 
narcolessia e l’aplotipo serologico DR15-DQ6, inoltre l’amplificazione dell’esone 
polimorfico dei geni HLA-DQA e DQB ha dimostrato la presenza in tutti i soggetti 
narcolettici caucasici degli alleli DRB1*15:01, DQA1*01:02, e DQB1*06:02 
(Kuwata et al., 1991). Recentemente è stato dimostrato che gli aplotipi HLA 
DRB1*13:01-DQB1*06:03 sono protettivi contro la narcolessia sporadica (Mignot 
et al., 2001). A causa della sua bassa specificità la tipizzazione dell’HLA ha una 
valenza limitata per la diagnosi di narcolessia (Poli et al., 2012). 
Studi condotti sulla popolazione generale in diversi gruppi etnici hanno riscontrato 
una frequenza dell’allele DQB1*06:02 pari al 12% nei giapponesi, al 25% nei 
caucasici e al 38% negli afroamericani (Mignot, 1998). In costoro, inoltre, è stata 
rilevata una significativa riduzione nella latenza del sonno REM sia durante il 
sonno notturno (Mignot, 1998), sia durante il MSLT (Mignot et al., 2006). 
Quasi tutti i pazienti che presentano cataplessia portano l’allele HLA-DQB1*0602 
e questa associazione è particolarmente forte in soggetti con deficienza di 
ipocretina 1. Infatti, ad oggi, risultano pubblicati solo quattro pazienti con 
deficienza di ipocretina 1 nel liquido cerebro-spinale senza il suddetto allele 
(Nishino e Mignot, 2011). Inoltre, la presenza dell’allele DQB1*0602 in omozigosi 
raddoppia o addirittura quadruplica il rischio di narcolessia (Pelin et al., 1998) e la 
severità del fenotipo varia nei soggetti eterozigoti a seconda dell’allele associato 
con il DQB1*0602 (Mignot et al., 2001). 
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2.4.2 LE IPOCRETINE NELLA NARCOLESSIA 
Le ipocretine sono state scoperte nel 1998 e il loro nome deriva della 
localizzazione delle cellule che le producono, nell’ipotalamo, e per via della 
somiglianza con la sequenza dell’ormone secretina (de Lecea et al., 1998). Le 
ipocretine 1 e 2 vengono prodotte esclusivamente da un gruppo di neuroni 
localizzati nell’ipotalamo postero-laterale (Kilduff e Peyron, 2000). Con la scoperta 
del coinvolgimento delle ipocretine nella narcolessia, il loro ruolo è stato ridefinito 
in base alla regolazione del sonno e alla sua interazione con la regolazione della 
spesa energetica (Sakurai et al., 1998, Willie et al., 2001). I modelli animali 
knockout per il gene della pre-pro-ipocretina (che codifica per entrambe le 
ipocretine) o per i recettori ipocretinergici 1 o 2 manifestano una trasmissione 
anormale delle ipocretine e condividono un fenotipo simile che include pattern 
sonno-veglia frammentati, cataplessia e inizio prematuro della fase REM durante il 
sonno, analogamente a ciò che si osserva nei pazienti affetti da narcolessia. Dopo 
la scoperta della mutazione nel gene del recettore 2 dell’ipocretina nei cani 
narcolettici (modelli naturali della malattia), il sistema delle ipocretine fu studiato 
anche nella narcolessia umana senza riscontrare però alcuna mutazione causale. 
Nonostante molti casi di narcolessia umana non siano causati dalle mutazioni sul 
gene delle ipocretine, queste ultime sono coinvolte nella patofisiologia del disturbo 
(Dauvilliers et al., 2007). Ibridazioni in situ, saggi immunoistochimici e 
radioimmunologici di questi due peptidi in tessuto cerebrale autoptico di pazienti 
narcolettici hanno mostrato non solo livelli non rilevabili di RNA di pre-pro-
ipocretina e ipocretine ma anche una perdita selettiva dei neuroni ipocretinergici 
(Scammelll, 2003; Peyron et al., 2000; Thannickal et al., 2000). Questi risultati, 
uniti alla scoperta di livelli non rilevabili di ipocretina 1 nel liquido cefalo-rachidiano 
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di molti pazienti affetti da narcolessia con cataplessia (Mignot et al., 2002; 
Dauvilliers et al., 2003) hanno suggerito che la mancanza di ipocretina 1 nel 
liquido cefalo-rachidiano sia associata all’insorgenza di narcolessia con 
cataplessia, anche se la causa della perdita selettiva dei neuroni che producono le 
ipocretine resta ancora sconosciuta (Dauvilliers et al., 2007). 
 
 
2.5 DIAGNOSI E DIAGNOSI DIFFERENZIALE 
L’International Classification of Sleep Disorders 2nd edition del 2005 (American 
Academy of Sleep Medicine, 2005) riporta due classificazioni della narcolessia, 
con e senza cataplessia. Alla maggioranza dei pazienti viene effettuata la diagnosi 
attraverso il MSLT, l’unico test diagnostico accettato a livello internazionale per 
accertare l’EDS e le anomalie del sonno REM (Littner et al., 2005). Il MSLT 
consiste di 5 pisolini fissati ad intervalli di due ore, della durata di 20 minuti 
ciascuno. Durante il test, tra i molti parametri che sono registrati, si registra se il 
paziente si addormenta, con che latenza e se insorge la fase REM e con quale 
latenza. L’occorrenza di sonno REM nei primi 15 minuti di sonno, un evento 
chiamato sleep onset in REM period (SOREMP), è rara in individui sani che non 
siano deprivati di sonno, ma è un risultato tipico nei pazienti narcolettici (Peacock 
and Benca, 2010). I criteri diagnostici dell’MSLT per la  narcolessia richiedono una 
latenza media di addormentamento calcolata sui 5 sonnellini inferiore agli 8 minuti 
e la presenza di almeno due eventi SOREMP (Leibowitz et al., 2006; Dauvilliers et 
al., 2007). Va notato tuttavia che SOREMP multipli durante un MSLT possono 
aversi anche in altri disturbi del sonno che presentano EDS, come l’apnea 
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notturna, o in altre malattie come la sindrome di Prader-Willi, la sindrome di 
Kleine-Levin, alcuni parkinsonismi o il disturbo ossessivo compulsivo (Singh et al., 
2006). La notte precedente il MSLT, il paziente esegue una polisonnografia 
notturna, durante la quale sono raccolti dati derivanti dalla misurazione dei 
parametri elettroencefalografici, respiratori, elettrocardiografici e muscolari; sulla 
base di questi dati sono inoltre calcolati molti parametri, fra cui il tempo totale di 
sonno, le diverse fasi del sonno, il tempo di addormentamento, il tempo di veglia 
infraipnica, l’efficienza del sonno. Lo scopo è quello di valutare la frammentazione 
del sonno, i disordini respiratori, i disturbi comportamentali della fase REM e, più 
raramente, le convulsioni notturne (Leibowitz et al., 2006) e per garantire che ci 
sia un periodo di sonno di almeno 6 ore, onde evitare di inficiare l’MSLT con 
reperti caratteristici della deprivazione di sonno (Black et al., 2005; Leibowitz et al., 
2006). La polisonnografia e il MSLT devono essere effettuati in pazienti che non 
abbiano assunto sostanze psicotrope (Dauvilliers et al., 2007) e che non siano 
affetti da patologie che possano contribuire ad aumentare la tendenza ad 
addormentarsi durante il giorno (Peacock and Benca, 2010). 
Per quanto riguarda la diagnosi differenziale, la narcolessia condivide molti sintomi 
con alcuni disturbi psichiatrici e può essere spesso confusa con il disturbo 
bipolare, con forme gravi di depressione, e con disturbi psicotici. Infatti i disturbi 
dell’umore possono spesso essere associati a insonnia e/o ipersonnia, così come 
a psicosi, le cui manifestazioni allucinatorie possono entrare in diagnosi 
differenziale con le allucinazioni ipnagogiche della narcolessia (Riemann, 2007; 
Dahmen et al., 2002).  
Nei bambini, in particolare, la EDS si può manifestare paradossalmente come 
irritabilità caratteriale e iperattività motoria, nel tentativo di contrastare la EDS, 
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portando a un quadro che può talvolta essere confuso (e diagnosticato) con il 
disturbo di iperattività e deficit dell’attenzione (ADHD). Inoltre, l’errore diagnostico 
può essere ulteriormente indotto dal fatto che gli stimolanti (quali, ad es, il 
modafinil) sono efficaci sia per la EDS della narcolessia sia per l’ADHD (Peterson 
and Husain, 2008; Biederman et al., 2008). 
Anche la schizofrenia condivide alcune caratteristiche comuni con la narcolessia: 
entrambi i disturbi insorgono nel periodo dell’adolescenza, i pazienti schizofrenici 
possono presentare alterazioni nel ciclo sonno-veglia e una ridotta latenza nel 
sonno REM ed entrambi i disturbi presentano allucinazioni auditive (Dahmen et 
al., 2002). Per quanto riguarda la terapia, un errore di diagnosi fra narcolessia e 
schizofrenia può essere molto dannoso: gli stimolanti possono peggiorare la 
psicosi, mentre somministrare antipsicotici ad un paziente narcolettico può 
peggiorare l’EDS per via dell’effetto sedativo (Peacock and Benca, 2010).  
Infine, quando la cataplessia è il sintomo predominante, la narcolessia può essere 
confusa anche con l’epilessia (Dauvilliers et al., 2007). 
La somiglianza dei sintomi della narcolessia con quadri clinici tipici di altri disturbi 
(Riemann, 2007; Dahmen et al., 2002) e l’assenza di un test genetico o esame del 
sangue certamente diagnostici sono fattori che rendono complicata, e ritardano in 
maniera consistente, la diagnosi di narcolessia (Mayer et al., 2002). 
 
 
2.6 TERAPIA 
Il trattamento della narcolessia è di tipo sintomatologico e include la 
somministrazione di stimolanti, generalmente dopaminergici, per gli attacchi di 
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sonno e la EDS; di antidepressivi noradrenergici per la cataplessia e per i sintomi 
legati alle anomalie del sonno REM; e di sedativo-ipnotici per il trattamento del 
sonno notturno disturbato (Dauvilliers et al., 2003; Overeem et al., 2001; 
Scammell, 2003). 
Per molte decadi la terapia d’elezione per la narcolessia con cataplessia è stata 
rappresentata solo dagli stimolanti, in particolare dalle anfetamine e dai loro 
derivati (Wise et al., 2007; Thorpy, 2007). Le anfetamine si sono dimostrate molto 
efficaci per il trattamento dell’EDS: tuttavia non sono efficaci per la cataplessia, 
possono dare ipertensione arteriosa (Peacock and Benca, 2010), sono gravate dal 
rischio di una significativa dipendenza, e, in pazienti predisposti, possono 
esacerbare ansia, manie o psicosi (Guilleminault, 1993). 
Attualmente il trattamento d’elezione dell’EDS approvato dalla U.S. Food and Drug 
Administration è il modafinil (Peacock and Benca, 2010; Dauvilliers et al., 2007). 
Nonostante il suo meccanismo d’azione non sia stato ancora chiarito, si ritiene che 
agisca attraverso i sistemi dopaminergico, adrenergico e istaminergico 
nell’ipotalamo (Thorpy, 2007; Scammell et al., 2000). Studi in vitro hanno mostrato 
la capacità del modafinil di indurre il CYP3A4, sopprimere la funzionalità del 
CYP2C9 e inibire il CYP2C19 (Robertson et al., 2000) mentre ulteriori studi clinici 
hanno confermato l’induzione del 3A4 e l’inibizione del 2C19, ma non la 
soppressione del 2C9 (Robertson e Hellriegel, 2003; Darwish et al., 2008). Inoltre, 
Zhu et al. (2008) hanno dimostrato che il modafinil può anche inibire la 
glicoproteina P, che comunque gioca un ruolo minore nel trasporto di questo 
farmaco. 
Generalmente la somministrazione base è di 100-200 mg al mattino con la 
possibilità, dopo qualche settimana, di aggiungere una seconda dose nel 
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pomeriggio, fino a un massimo di 600 mg (Dauvilliers et al., 2007). Le reazioni 
avverse più comuni sono cefalea, nervosismo e nausea; in alcuni casi è stato 
osservato anche un aumento dell’ansia e della pressione sanguigna (Mignot, 
2012) 
Molti sono i fattori che rendono il modafinil un'allettante alternativa all’utilizzo di 
stimolanti anfetaminici: ha meno effetti sulla pressione sanguigna e può essere 
prescritto anche a pazienti cardiopatici o ipertesi; ha meno effetti neurotossici e 
l’astinenza dal farmaco non porta ad ipersonnolenza (Hirai and Nishino, 2011); 
inoltre la dipendenza e la tolleranza da modafinil appaiono molto limitate (Myrick et 
al., 2004). Studi clinici suggeriscono anche che l’effetto del modafinil sull’EDS sia 
qualitativamente differente da quello delle anfetamine, portando i pazienti a 
sentirsi meno irritabili o agitati (Bastuji et al., 1988). 
Per molto tempo il trattamento della cataplessia è stato affidato all’utilizzo degli 
antidepressivi triciclici: anche se questo effetto non è stato ancora pienamente 
compreso, si pensa che i triciclici siano responsabili della soppressione del sonno 
REM. Tale effetto viene perciò sfruttato per il controllo non solo della cataplessia 
ma anche degli altri fenomeni REM della narcolessia come le paralisi del sonno e 
le allucinazioni ipnagogiche. L’utilizzo degli antidepressivi triciclici è però legato a 
significativi effetti collaterali, come effetti cardiovascolari ed effetti anticolinergici 
(vertigini, costipazione, ipotensione ortostatica, ritenzione urinaria e vista 
annebbiata). In particolare, nei narcolettici, è stato osservato un fenomeno da 
sospensione dei triciclici, con esacerbazione della cataplessia fino a un possibile 
status cataplecticus, che consiste in una condizione di attacchi cataplettici 
subentranti, che riducono in maniera drammatica le funzioni del paziente per ore o 
addirittura giorni (Peacock and Benca, 2010). Per questo motivo gli antidepressivi 
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di nuova generazione, come gli inibitori selettivi della serotonina (SSRI) e gli 
inibitori della ricaptazione della serotonina e della noradrenalina (SNRI) vengono 
generalmente scelti in luogo dei triciclici (Mignot, 2012). Tra questi composti, la 
venlafaxina, un SNRI, o più raramente la duloxetina e la desmetilvenlafaxina, 
vengono comunemente utilizzati e considerati di prima scelta (Mignot e Nishino, 
2005; Møller et al., 2009). La venlafaxina ha una breve durata d’azione, dunque 
resta preferibile la formulazione a rilascio prolungato, e si dimostra efficace già a 
dosi inferiori, rispetto a quelle normalmente utilizzate per trattare ansia e 
depressione. 
 
Figura 7: metabolismo di venlafaxina e o-desmetilvenlafaxina ed enzimi coinvolti. UGT: UDP glicuronil transferasi. (Jornil 
et al., 2013) 
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La O-desmetilvenlafaxina rappresenta il metabolita attivo della venlafaxina (figura 
7). Studi in vitro hanno mostrato che CYP2D6, CYP2C9, CYP2C19 e CYP3A4 
sono coinvolti nel metabolismo di questo antidepressivo (Fogelman et al., 1999) 
mentre per tutte queste isoforme, eccetto per il CYP2C9, è stato dimostrato un 
coinvolgimento nell’eliminazione del farmaco in vivo (Lindh et al., 2003; McAlpine 
et al., 2011). La venlafaxina è anche un substrato della glicoproteina P (Uhr et al., 
2003; Karlsson et al., 2010), inoltre inibisce (Weiss et al., 2003) e induce 
(Bachmeier et al., 2011) la sua attività in vitro. 
La somministrazione minima di venlafaxina varia in genere fra i 37,5 mg e i 150 
mg, o anche oltre in alcuni casi (Mignot, 2012). Un vantaggio nella terapia 
antidepressiva nella narcolessia con cataplessia, a differenza della depressione, è 
l’essere immediatamente attiva sulla cataplessia, nonostante anche per gli 
antidepressivi di nuova generazione permanga il rischio di un forte effetto di 
rimbalzo (rebound) all’interruzione del trattamento (Broderick et al., 2009).  
Un altro farmaco utilizzato nel trattamento dei sintomi della narcolessia e 
approvato dalla U.S. Food and Drug Administration è il sodio oxibato, detto anche 
acido gamma idrossibutirrico (GHB). Il GHB venne inizialmente sviluppato come 
agente ipnoiducente in ambito anestesiologico ma, diversamente dagli altri 
anestetici e sedativo-ipnotici, ha la capacità di indurre il sonno a onde lente e 
conservare il sonno REM, dando perciò un sonno che appare più simile al sonno 
naturale (Thorpy et al. 2007). 
Data, dunque, questa sua particolarità, la molecola venne testata con l’ipotesi che 
aumentando il sonno e diminuendo la pressione del sonno REM durante la notte, il 
paziente avrebbe potuto beneficiare di una minore sonnolenza durante il giorno. 
Infatti è stato dimostrato che il GHB non solo riesce ad indurre un sonno notturno 
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ristoratore e prolungato ma ha buoni effetti sulla EDS (Broughton e Mamelak, 
1979). Successivamente, numerosi studi hanno dimostrato l’efficacia del GHB per 
il trattamento della cataplessia, delle paralisi del sonno e delle allucinazioni 
ipnagogiche (Black e Houghton, 2006; Black et al., 2010, Mignot, 2012). 
Il GHB ha una brevissima emivita (circa 30 minuti) (Scharf et al., 1998) e una 
durata d’azione che va dalle 2 alle 4 ore: per questo motivo va somministrato due 
volte durante la notte per garantire un sonno di circa 6-8 ore. La quantità 
somministrata per notte è di circa 6-9 gr negli adulti, anche se la dose viene 
comunque aggiustata a seconda del paziente o divisa in due o tre 
somministrazioni notturne (Mignot, 2012). I più comuni effetti collaterali del GHB 
includono cefalea, vertigini, nausea, vomito, nasofaringite, sonnolenza, 
incontinenza urinaria e, per via della quantità sodio presente, può anche dare 
effetti collaterali cardiovascolari (Dauvilliers et al., 2007; Peacock and Benca, 
2010). L’uso del GHB è limitato non solo per via degli effetti collaterali ma anche 
per la difficoltà nella prescrizione: infatti il GHB era stato inizialmente sintetizzato 
come droga da abuso e viene tutt’ora usato come cosiddetta ―droga dello stupro‖, 
perché dà un’amnesia anterograda e ha effetti disinibitori (Gahlinger, 2004). Inoltre 
con l’uso continuativo ad alte dosi, la cessazione del farmaco può portare a severe 
crisi di astinenza (van Noorden et al., 2009) mentre l’overdose può risultare fatale, 
soprattutto in un contesto politerapico. A questo proposito, si consiglia la 
prescrizione del GHB all’interno dell’intervallo terapeutico soprascritto e 
limitatamente alle ore notturne (Mignot, 2012). 
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2.7 COMORBIDITÀ PSICHIATRICHE 
Fino alla sua prima descrizione (1877, figura 8), la narcolessia è stata associata 
alla psichiatria in vari modi. Durante tutto il XX secolo, l’inquadramento 
neurologico è stato affiancato da quello psichiatrico suggerendo come causa della 
malattia un disturbo di tipo psichiatrico.  
 
 
Figura 8: evoluzione delle visioni neurologica e psichiatrica della narcolessia negli ultimi 130 anni 
(Droogleever Fortuyn et al., 2011). 
 
Gli psichiatri che trattavano pazienti narcolettici suggerivano deviazioni sessuali e 
quadri psicopatologici come fattori sottostanti ai meccanismi psicosomatici della 
malattia. Questa visione persistette per lungo tempo, fino al XX secolo. 
Successivamente, quando il difetto nella trasmissione nei neuroni ipocretinergici 
nell’ipotalamo venne indicata come causa primaria della malattia, la narcolessia 
venne definita come un disturbo organico di tipo neurologico. In seguito, la 
scoperta secondo cui il sistema ipocretinergico è fortemente connesso non solo ai 
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processi sonno-veglia, ma anche ad altre regioni del cervello incluso il sistema 
limbico, ha suscitato un forte interesse per il fenotipo psichiatrico della narcolessia 
portando alla concezione che le comorbidità psichiatriche fossero parte essenziale 
del disturbo e diretta conseguenza dei suoi meccanismi fisiopatologici. In molti 
casi di narcolessia sono stati osservati sintomi psichiatrici e recentemente sono 
stati condotti studi per meglio definire le comorbidità psichiatriche della narcolessia 
(Droogleever Fortuyn et al., 2011).La relazione tra depressione e narcolessia è 
stata valutata con diverse modalità, sia come esito secondario negli studi sulla 
qualità di vita del paziente, sia attraverso l’utilizzo di questionari, sia utilizzando 
strumenti diagnostici psichiatrici. In generale, gli studi più recenti indicano che i 
pazienti narcolettici mostrano un’elevata frequenza di sintomi depressivi, 
nonostante una vera e propria diagnosi di depressione maggiore sia rara. Una 
possibile sovrarappresentazione può risultare dalla sovrapposizione tra i sintomi 
della narcolessia e quelli della depressione: la scarsa attenzione, il sonno notturno 
disturbato, i cambiamenti di peso corporeo e l’affaticamento rientrano nello spettro 
sintomatologico della narcolessia ma fanno anche parte dei disturbi depressivi 
(Droogleever Fortuyn et al., 2011). Diversamente dalla depressione, l’ansia come 
comorbidità psichiatrica della narcolessia è stata presa in considerazione solo 
recentemente: in uno studio del 2010 si evidenzia una marcata prevalenza 
dell’ansia e dei disordini ansiosi nel fenotipo psichiatrico della narcolessia (circa il 
20%), anche maggiore rispetto alla depressione (Droogleever Fortuyn et al., 
2010). Una possibile spiegazione dell’alta frequenza dei disordini ansiosi in questo 
tipo di pazienti può risiedere nella perdita di controllo associata ai sintomi di 
narcolessia, per esempio in caso di cataplessia, attacchi bulimici o comportamenti 
automatici: questi sintomi possono aumentare il livello di stress del paziente, e per 
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di più l’ansia può essere collegata anche al timore di addormentarsi o di avere un 
episodio di cataplessia in pubblico. L’ansia può essere scatenata anche dalla 
difficoltà del paziente di distinguere la realtà dalle esperienze vissute durante le 
allucinazioni ipnagogiche: di conseguenza lo spavento derivante dalle allucinazioni 
può influenzare la realtà quotidiana (Droogleever Fortuyn et al., 2010). 
Tra le comorbidità psichiatriche della narcolessia, quella maggiormente 
rappresentata è quella relativa ai disturbi alimentari. Attacchi di bulimia erano già 
stati descritti in bambini narcolettici (Kotagal et al., 2004) mentre uno studio del 
2007 ha registrato un’altissima frequenza di disturbi alimentari non specificati tra 
cui il Binge Eating Disorder (Chabas et al., 2007), successivamente confermata in 
un altro studio (Droogleever Fortuyn et al., 2008). I disturbi alimentari sembrano 
essere parte integrante del fenotipo narcolettico e consistono soprattutto in un 
persistente desiderio di cibo e in un comportamento alimentare compulsivo e 
incontrollato. La prevalenza di questi disturbi alimentari è marcatamente più alta 
rispetto a quella che è possibile riscontrare nella popolazione generale 
(Droogleever Fortuyn et al., 2008). È interessante anche il fatto che, mentre i 
disturbi ansiosi possono essere esacerbati da effetti collaterali dei farmaci utilizzati 
nel trattamento della narcolessia, come le anfetamine o il modafinil, i disturbi 
alimentari non sembrano essere un effetto del trattamento farmacologico 
(Droogleever Fortuyn et al., 2008; Palaia et al., 2011). Inoltre i disturbi alimentari 
legati alla narcolessia non sono associati ad un aumento dell’indice di massa 
corporea o ai risvegli notturni, suggerendo un possibile coinvolgimento centrale 
dovuto alla mancanza di ipocretina (Palaia et al., 2011). 
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2.8 IMPLICAZIONI SOCIALI 
La narcolessia è una malattia cronica che ha un profondo impatto sulla vita 
quotidiana spesso anche più severo rispetto ad altre malattie croniche (Broughton 
et al., 1984). Sono comuni le difficoltà nel campo delle relazioni sociali e 
sentimentali (Overeem et al., 2001) ed è risaputo che la psicopatologia possa 
verificarsi abbastanza frequentemente (Dodel et al., 2007). La narcolessia viene 
spesso mal diagnosticata o non riconosciuta e un errato trattamento dei sintomi 
può peggiorare il carico della malattia sul paziente (Jennum et al., 2012). I sintomi 
clinici del disturbo hanno un forte impatto sulle funzioni fisiche e psicosociali e, 
conseguentemente, sulla qualità della vita del paziente, per esempio l’EDS, anche 
se trattata, ha forti ripercussioni sulla quotidianità aumentando il rischio di incidenti 
dentro e fuori casa (Ervik et al., 2006). I sintomi della narcolessia influenzano 
profondamente anche le funzioni sociali: gli attacchi di sonno, la difficoltà di 
concentrazione e i problemi di memoria, i problemi interpersonali e il cambiamento 
di personalità sono solo alcune delle conseguenze della narcolessia che 
interferiscono con la vita sociale (Douglas et al., 1998; Broughton et al., 1994). 
Generalmente i pazienti affetti da narcolessia evitano situazioni sociali che 
possano provocare imbarazzo per il timore di avere attacchi di cataplessia e non è 
raro l’isolamento sociale (Douglas et al., 1998). Inoltre le paralisi del sonno e le 
allucinazioni ipnagogiche possono portare a serie conseguenze psicosociali, 
creando fraintendimenti e sospetti (Goswami et al., 1998). 
È stato dimostrato che i pazienti affetti da narcolessia hanno più bassi tassi di 
impiego rispetto alla popolazione sana, anche ricevendo un adeguato trattamento 
(Overeem et al., 2001; Jennum et al., 2009; Jennum et al., 2012), infatti, per via 
dei problemi di concentrazione e memoria, la malattia influenza negativamente 
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anche le performances scolastiche e lavorative e la possibilità di avanzamento di 
carriera (Dodel et al., 2007). Uno studio recentemente effettuato su pazienti italiani 
dimostra invece una tendenza differente: i pazienti analizzati hanno, nel 
complesso, livelli di istruzione ed occupazione simili a quelli registrati per la 
popolazione sana dello stesso intervallo di età. Tuttavia i pazienti con 
un’insorgenza precoce della malattia hanno un più alto livello di istruzione, mentre 
coloro che hanno ricevuto una diagnosi dopo i 30 anni d’età cambiano lavoro più 
frequentemente o sono disoccupati e hanno una minore percezione del loro stato 
di salute (Ingravallo et al., 2012). E’ stato perciò ipotizzato che un’insorgenza 
precoce della malattia abbia un effetto positivo sulla sfera educativa e lavorativa 
del paziente stimolandolo alla ricerca di un lavoro che meglio si adegui alle sue 
necessità (Ingravallo et al., 2012; Nevsimalova et al., 2009).  
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CAPITOLO 3: STUDIO 
SPERIMENTALE 
 
 
3.1 SCOPO DELLO STUDIO 
 
I sintomi della narcolessia influiscono profondamente sulla vita quotidiana del 
paziente, interferendo con le funzioni sociali e determinando in molti casi uno stato 
di isolamento e i sintomi di tipo psichiatrico come i disturbi alimentari possono 
interferire ancor più con le funzioni quotidiane del paziente, influenzandone 
negativamente la qualità della vita. Un appropriato trattamento dei sintomi classici 
della narcolessia, insieme ad un giusto inquadramento dei sintomi psichiatrici del 
disturbo in ambito clinico possono migliorare la qualità di vita del paziente. 
Uno degli scopi di questo studio è quello di valutare statisticamente l’associazione 
tra il polimorfismo del CYP2D6 e la presenza di comorbidità psichiatriche nei 
soggetti affetti da narcolessia con cataplessia, data l’associazione, trovata in 
soggetti sani, tra lo sviluppo di disturbi alimentari e il fenotipo UM. 
Inoltre, i pazienti affetti da narcolessia con cataplessia sono trattati in regime di 
politerapia e alcuni dei farmaci utilizzati nel trattamento, nella fattispecie modafinil 
e venlafaxina, sono substrati di alcune isoforme del P450 e della glicoproteina P, e 
sono coinvolti nei meccanismi di inibizione o induzione di questi enzimi. Un altro 
scopo di questo studio è di analizzare il polimorfismo dei geni CYP2D6, CYP2C9, 
CYP2C19, CYP3A4, CYP3A5 e ABCB1, coinvolti nel metabolismo dei farmaci, 
attraverso la tecnica del minisequencing, in un campione di 108 pazienti con 
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diagnosi di narcolessia con cataplessia, componendone il profilo farmacogenetico 
al fine di inquadrare il trattamento dell’ambito di una terapia personalizzata. 
 
 
3.2 MATERIALI E METODI 
 
3.2.1 CAMPIONI 
Lo studio ha previsto l’analisi di 108 campioni di DNA, già precedentemente 
estratti, di pazienti con diagnosi clinica e polisonnografica di narcolessia con 
cataplessia, provenienti dal Dipartimento di Scienze Neurologiche dell’Università 
di Bologna. I campioni appartengono per la maggior parte a individui di origine 
caucasica, fatta eccezione per due individui di origine africana, un asiatico e uno 
originario della Repubblica Dominicana. Ad ogni paziente erano stati 
precedentemente sottoposti il questionario Eating Disorder Inventory-2 (EDI-2), 
che esplora 11 profili psicopatologici associati ai disturbi alimentari. Dei 108 
campioni di DNA analizzati, 46 appartengono a pazienti che hanno riportato alti 
punteggi ai questionari somministrati, indicando un profilo psicopatologico. 
 
 
3.2.2 QUANTIFICAZIONE 
La quantificazione del DNA genomico è stata effettuata mediante NanoDrop 
2000c UV-Vis Spectrophotometer (Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA). Lo 
strumento sfrutta la tensione superficiale esercitata da piccoli volumi che si 
trovano tra due superfici vicine, in questo modo una goccia di campione 
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posizionata sulla piastra di lettura crea una colonna di liquido a contatto con due 
fibre ottiche, che eseguono così la lettura del campione a 260, 280 e 230 nm. 
Questo tipo di lettura non solo permette di ottenere la quantificazione del DNA ma 
fornisce anche un indice di purezza del campione inserito. 
I campioni sono stati analizzati in doppio e quantificati utilizzando 1 μl di DNA 
genomico. 
 
 
3.2.3 AMPLIFICAZIONE 
3.2.3.1 CYP2D6 
I campioni sono stati amplificati mediante long PCR (long Polymerase Chain 
Reaction) attraverso l’utilizzo del GeneAmp XL PCR kit (Life Technologies, USA). 
Questa tecnica prevede l’utilizzo di DNA polimerasi specifiche ideate per 
l’amplificazione di frammenti di DNA di grandezza che variano tra 5 e >40 kb. 
L’enzima utilizzato è la rTth DNA Polimerasi XL che ha permesso l’amplificazione 
del frammento contenente l’intero gene CYP2D6 di 5.1 kb (Sistonen et al., 2005). 
La PCR è stata effettuata in un volume finale di 25 µl di mix di reazione illustrato in 
tabella 1: 
REATTIVO CONCENTRAZIONE 
3.3X XL Buffer 1X 
Mg(OAc)2 1.25 mM 
Deossinucleotidi trifosfato 0.2 mM each 
Primer Forward 0.4 µM 
Primer Reverse 0.4 µM 
20–100 ng DNA Genomico 
rTth DNAPolymerase XL 1U 
Acqua A volume 
 
Tabella 1: mix di reazione per l’amplificazione del CYP2D6 
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Il profilo termico, con le oppurtune modifiche (Riccardi et al., 2011), è riassunto in 
tabella 2: 
Denaturazione iniziale 95°C 1 minuto  
Denaturazione 95°C 15 secondi 30 
cicli Annealing 66°C 45 secondi 
Estensione 68°C 4 minuti 
Estensione finale 72°C 7 minuti  
 
Tabella 2: profilo termico di PCR per l’amplificazione del CYP2D6 
 
Per tutti i campioni è stata testata l’eventuale duplicazione o multiduplicazione del 
gene, mentre soltanto quelli omozigoti sono stati analizzati anche per la delezione 
genica; questa analisi è stata effettuata mediante una PCR allele specifica (Steen 
et al., 1995; Løvlie et al., 1996). 
Le concentrazioni dei primer utilizzati nella verifica della duplicazione e della 
delezione del gene sono elencate in tabella 3. 
 
PRIMER [ ] DUPLICAZIONE [ ] DELEZIONE 
13-F 0,2 µM 0,6 µM 
207-F 0,6 µM 0,2 µM 
24-R - 0,4 µM 
32-R 0,4 µM - 
 
Tabella 3: primer utilizzati nella PCR allele specifica per testare eventuali duplicazioni o delezioni del CYP2D6 
e relative concentrazioni in PCR 
 
I primer 13-F e 32-R amplificano un frammento di controllo di 3.8 kb utile ad 
escludere i fallimenti della PCR, mentre il primer 207-F si appaia al DNA solo in 
caso di duplicazione genica per via della sua posizione, a cavallo tra il 3’ del 
CYP2D6 e il 5’ del CYP2D7, ed amplifica insieme al primer 32-R, che possiede 
due siti di attacco, un frammento di 3.2 kb, confermando la duplicazione genica. 
I primer 207-F e 24-R amplificano un frammento controllo di 3.0 kb che esclude un 
eventuale fallimento della reazione, mentre i primer 13-F e 24-R amplificano un 
67 
frammento di 3.5 kb in caso di delezione dell’intero gene, dato che i loro siti di 
legame si trovano a monte e a valle del CYP2D6. 
Il ciclo di PCR utilizzato per effettuare la PCR allele specifica per la verifica sia di 
duplicazione sia di delezione è lo stesso utilizzato per l’amplificazione del 
frammento di 5,1 kb (Tabella 2). 
 
3.2.3.2 CYP2C9/CYP2C19 
La tecnica di PCR multiplex è stata utilizzata anche per ottenere l’amplificazione 
dei due frammenti relativi al CYP2C9 (esoni 2-3 0.6 kb; esone 7, 0.4 kb) e un 
frammento target del CYP2C19 (esoni 4-5, 1.9 kb). I primer utilizzati sono stati 
tratti da letteratura (Sistonen et al., 2009). La PCR è stata effettuata in un volume 
finale di 25 µl e la mix di reazione è illustrata in tabella 7. 
 
 
REATTIVO CONCENTRAZIONE 
10X PCR Gold Buffer 0.9X 
25mM Mg(Cl)2 Solution 2mM 
Deossinucleotidi trifosfato 0.2mM each 
2C9-F1 0.1 µM 
2C9-R1 0.1 µM 
2C9-F2 0.1 µM 
2C9-R2 0.1 µM 
2C19-F 0.6 µM 
2C19-R 0.6 µM 
20–100 ng DNA Genomico 
AmpliTaq Gold 2U 
Acqua A volume 
 
Tabella 7: mix di reazione per l’amplificazione dei frammenti relativi ai geni CYP2C9 e CYP2C19. 
 
 
Il profilo termico, riassunto in tabella 8, è stato modificato rispetto al protocollo 
originale (Sistonen et al., 2009): 
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Denaturazione iniziale 95°C 7 minutI  
Denaturazione 95°C 30 secondi 
35 
cicli 
Annealing 54°C 30 secondi 
Estensione 72°C 3 minuti 
Estensione finale 72°C 5 minuti  
 
Tabella 8: profilo termico di PCR per l’amplificazione dei geni CYP2C9 e CYP2C19. 
 
 
3.2.3.3 CYP3A4/CYP3A5/ABCB1 
L’amplificazione dei geni CYP3A4, CYP3A5 e ABCB1 ha interessato 
l’amplificazione di un frammento del CYP3A4, un frammento del CYP3A5 e tre 
frammenti dell’ABCB1, in cui sono localizzati gli SNP di interesse per questo 
studio. La tecnica utilizzata è quella della PCR multiplex, una variante della PCR 
che permette la simultanea amplificazione di più target di interesse nell’ambito di 
una sola reazione usando tante coppie di primer quanti sono i frammenti da 
amplificare. I primer utilizzati in questo studio per amplificare i frammenti target di 
questi tre geni (tabella 4) sono stati disegnati ad hoc secondo criteri standard. 
 
GENE PRIMER SEQUENZA 
PESO 
MOLECOLARE 
CYP3A4 
3A4_F AGGTGTGGCTTGTTGGGATGAA 
420bp 
3A4_R CCTTTCAGCTCTGTGTTGCTC 
CYP3A5 
3A5_F GCAGCATTTAGTCCTTGTGAGC 
276bp 
3A5_R CTCACACAGGAGCCACCCAA 
ABCB1 
ABCB1 1F TATCCTGTGTCTGTGAATTGCCTTG 
320bp 
ABCB1 1R CTAATATCCTGTCCATCAACACTG 
ABCB1 2F CATCTATGGTTGGCAACTAACACT 
223bp 
ABCB1 2R GAGCATAGTAAGCAGTAGGGAG 
ABCB1 3F GCTGAGAACATTGCCTATGGAG 
122bp 
ABCB1 3R GAAGAGAGACTTACATTAGGCAGT 
 
Tabella 4: sequenze dei primer utilizzati per l’amplificazione dei frammenti relativi ai geni CYP3A4, CYP3A5 e 
ABCB1 e relativo peso molecolare. 
 
Per tutti i primer, le proprietà oligonucleotidiche come temperatura di melting, 
contenuto in GC e la potenziale formazione di harpin o dimeri di primer, sono state 
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valutate grazie all’utilizzo di Oligo Calc oligonucleotide properties calculator 
versione 3.26 (Kibbe et al., 2007); in seguito, per valutarne a priori la specificità, i 
primer sono stati testati su BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) e In-Silico PCR 
(Fujita et al., 2011). Infine le interazioni tra primer e l’eventuale formazione di 
hairpin sono state valutate utilizzando il software Autodimer (Vallone et al., 2004). 
Dato che tra le sequenze del CYP3A4 e del CYP3A5 esiste una grande omologia 
di circa l’85%, le due sequenze sono state preventivamente allineate tra loro e con 
la sequenza del CYP3A7 attraverso CLUSTALW (Larkin et al., 2007) allo scopo di 
trovare siti specifici su entrambi i geni per il posizionamento dei primer. In seguito, 
per confermare la specificità di questi primer, i relativi prodotti di PCR sono stati 
sequenziati in forward e reverse utilizzando il BigDye® Terminator v1.1 cycle 
sequencing kit (Life Technologies, USA) in accordo con le istruzioni consigliate dal 
produttore. 
La PCR è stata effettuata in un volume finale di 25 µl di mix di reazione (tabella 5). 
 
REATTIVO CONCENTRAZIONE 
10X PCR Gold Buffer 1X 
25mM Mg(Cl)2 Solution 2 mM 
Deossinucleotidi trifosfato 0.2 mM each 
3A4_F 0.2 µM 
3A4_R 0.2 µM 
3A5_F 0.2 µM 
3A5_R 0.2 µM 
ABCB1 1F 0.2 µM 
ABCB1 1R 0.2 µM 
ABCB1 2F 0.2 µM 
ABCB1 2R 0.2 µM 
ABCB1 3F 0.2 µM 
ABCB1 3R 0.2 µM 
20–60 ng DNA Genomico 
AmpliTaq Gold 1U 
Acqua A volume 
 
Tabella 5: mix di reazione per l’amplificazione dei frammenti relativi ai geni CYP3A4, CYP3A5 e ABCB1. 
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Il profilo termico è riassunto in tabella 6: 
 
Denaturazione iniziale 95°C 7 minutI  
Denaturazione 95°C 30 secondi 30 
cicli Annealing 57°C 30 secondi 
Estensione 72°C 2 minuti 
Estensione finale 72°C 5 minuti  
 
Tabella 6: profilo termico di PCR per l’amplificazione di CYP3A4, CYP3A5 e ABCB1. 
 
 
3.2.4 ELETTROFORESI SU GEL D’AGAROSIO 
La verifica dell’avvenuta amplificazione è stata effettuata mediante elettroforesi 
orizzontale caricando 5 µl di amplificato su gel di agarosio all’1% (CYP2D6, figura 
9; CYP2C9/CYP2C19, figura 10) o al 2% (CYP3A4/CYP3A5/ABCB1, figura 11) 
utilizzando come intercalante il colorante GelRed (Biotium, Inc. Hayward, 
California, USA) e visualizzando i risultati ottenuti per mezzo di un 
transilluminatore a luce ultravioletta. 
 
 
 
Figura 9: Corsa elettroforetica del prodotto di amplificazione del CYP2D6. 
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Figura 10: Corsa elettroforetica dei prodotti di amplificazione dei geni CYP2C9 e CYP2C19. 
 
 
 
Figura 11: Corsa elettroforetica dei prodotti di amplificazione dei geni CYP3A4, CYP3A5 e ABCB1. 
 
 
3.2.5 MINISEQUENCING 
Al fine di testare le posizioni SNP di interesse nei geni implicati nello studio è stata 
effettuata una reazione di minisequencing. 
Prima di allestire la reazione, è necessaria una purificazione dei prodotti di PCR 
utilizzando 5 μl di amplificato e 2 μl dell’enzima ExoSAP-IT (USB Corporation) ed 
incubando per 15 minuti a 37°C e 15 minuti a 80°C. Questa purificazione rimuove 
gli eccessi di deossinucleotidi e primer che interferirebbero con la reazione di 
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minisequencing e il prodotto purificato viene utilizzato come templato per la 
reazione. 
La reazione di minisequencing, denominata anche estensione di una singola base, 
è stata effettuata mediante l’utilizzo di SNaPshot® Multiplex System (Life 
Technologies, USA). La chimica del reagente è basata sull’estensione di una 
singola base di sonde (o primer) non marcate mediante l’aggiunta di ddNTPs 
(dideossinucleotidi trifosfati), marcati con fluorocromi.  
Le sonde utilizzate sono caratterizzate dalla presenza di una coda non omologa al 
5’ di diversa lunghezza al fine di evitare la sovrapposizione dei frammenti durante 
la corsa elettroforetica e facilitarne l’interpretazione. 
Sono state analizzate con questo metodo 11 posizioni SNP per il CYP2D6 (100, 
1023, 1661, 1707, 1846, 2549, 2613-15, 2850, 2988, 3183, 4180), come descritto 
da Sistonen et al. (2005); 4 SNP per il CYP2C9 (430, 1075, 1080, 1003) e 2 per il 
CYP2C19 (681 e 636) (Sistonen et al., 2009). Le sonde utilizzate per 
l’individuazione delle posizioni delle posizioni -392 per il CYP3A4, 6986 per il 
CYP3A5 e per le posizioni dell’ABCB1 (1236, 2677, 3435), sono state disegnate 
ad hoc per questo studio. Tutte le sonde utilizzate e le relative concentrazioni sono 
elencate in tabella 9.  
 
GENE SNP SONDA [ ] µM 
CYP2D6 
100C>T ACGCTGGGCTGCACGCTAC 3 
1023C>T (T)3ACCGCCCGCCTGTGCCCATCA 1.5 
1661G>C (T)8CGAGCAGAGGCGCTTCTCCGT 1.5 
1707delT (T)14GCAAGAAGTCGCTGGAGCAG 1.5 
1846G>A (T)21CCGCATCTCCCACCCCCA 1 
2549delA (T)23GATGAGCTGCTAACTGAGCAC 1 
2615delAGA (T)28GCCTTCCTGGCAGAGATGGAG 1 
2850C>T (T)33AGCTTCAATGATGAGAACCTG 2 
2988G>A (T)45AGTGCAGGGGCCGAGGGAG 1 
3183G>A (T)47TGTCCAACAGGAGATCGACGAC 1 
4180G>C (T)38GTGTCTTTGCTTTCCTGGTGA 1 
CYP2C9 
430C>T (T)4GGAAGAGGAGCATTGAGGAC 0.18 
1003C>T  (T)18GAACGTGTGATTGGCAGAAAC 0.08 
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1075A>C (T)9TGCACGAGGTCCAGAGATAC 0.04 
1080C>G (T)16CAGGCTGGTGGGGAGAAG 0.04 
CYP2C19 
636G>A (T)25GGATTGTAAGCACCCCCTG 0.07 
681G>A (T)22TTTTCCCACTATCATTGATTATTTCCC 0.11 
CYP3A4 -392A>G GCCATAGAGACAAGGGCA 0.05 
CYP3A5 6986A>G (TC)2TCCAAACAGGGAAGAGATA 0.05 
ABCB1 
1236C>T (CT)5CTGGTAGATCTTGAAGGG 0.05 
2677G>T/A (TC)6GATAAGAAAGAACTAGAAGGT 0.05 
3435C>T (T)19TGGTGTCACAGGAAGAGAT 0.05 
 
Tabella 9: sonde utilizzate per l’individuazione delle posizioni SNP di interesse nei geni in analisi e relative 
concentrazioni. 
 
Dopo la reazione di minisequencing è necessario sottoporre il campione ad una 
seconda purificazione enzimatica aggiungendo 1 U dell’enzima Calf Intestinal 
Phosphatase (CIP) (New England BioLabs, Ipswich, MA, USA), incubando a 37°C 
per 60 minuti e 80°C per 15, minuti al fine di rimuovere i dideossinucleotidi 
trifosfati non incorporati durante la reazione di minisequenziamento e che 
renderebbero il risultato non interpretabile. 
 
 
3.2.6 ELETTROFORESI CAPILLARE E GENOTIPIZZAZIONE 
L'elettroforesi capillare è una tecnica analitica adoperata per separare un’ampia 
gamma di composti biologici. I vantaggi dell’elettroforesi capillare sono un’alta 
efficienza di separazione, grazie all’utilizzo di campi elettrici piuttosto elevati; la 
possibilità di utilizzare una piccola quantità di campione (1-10 μl), la velocità di 
separazione (1-45 min), l’automatizzazione e la riproducibilità. 
La separazione avviene in un capillare con un diametro interno pari a 50 µm, 
quindi notevolmente ridotto, in modo che sia molto alto il rapporto tra la superficie 
e il volume del capillare stesso e ciò aumenta considerevolmente la dissipazione 
del calore. Anche la lunghezza del capillare ha un ruolo importante sia nel tempo 
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di migrazione sia nella risoluzione, infatti, a seconda della lunghezza vi sarà una 
proporzionalità diretta sulla durata dell'analisi e sulla capacità di risoluzione dei 
frammenti del DNA.  
Altri componenti fondamentali per l’elettroforesi capillare sono il polimero e il 
buffer; il primo è costituito da dimetil poliacrilamide senza legami crociati a diverse 
concentrazioni, il secondo fornisce ioni per la conduzione della corrente 
elettroforetica e migliora l’iniezione del campione. Il funzionamento generale 
dell’elettroforesi capillare è il seguente: i campioni vengono caricati attraverso 
l’iniezione elettrocinetica che si verifica quando si applica un voltaggio all’elettrodo 
inserito nella provetta contenente il campione. Grazie a questo meccanismo 
l’analita viene attirato nel capillare. La quantità di materiale iniettato ([Qinj]) 
dipende dal campo elettrico (E), dal tempo d’iniezione (t), dalla reale 
concentrazione di DNA nel campione ([DNAsample]), dall’area del capillare (πr2) e 
dalla forza ionica del campione (λsample) contro quella del buffer (λbuffer), come 
riporta l’equazione seguente: 
 
[DNAinj] = Et(πr2)(μep+μeof) [DNAsample] (λbuffer/ λsample) 
 
dove r rappresenta il raggio del capillare, μep è la mobilità delle molecole del 
campione e μeof è quella elettroosmotica, la quale è auspicabile sia nulla. 
La migrazione e la separazione dei frammenti di DNA avviene grazie 
all’applicazione di una differenza di potenziale tra le due estremità del capillare, 
provocando il movimento delle molecole della soluzione con carica negativa verso 
l'elettrodo di carica opposta. 
75 
 
Figura 12: Schema della separazione e rilevazione degli SNP mediante ABI Prism 310. Tratta da Butler J.M. (2005) 
FORENSIC DNA TYPING -Biology, Technology, and Genetics of STR Markers- Elsevier Academic Press seconda edizione, 
London. 
 
Esistono diversi sistemi di elettroforesi capillare prodotti; per questo lavoro è stato 
utilizzato un sequenziatore ABI Prism 310 Genetic Analyzer (Life Technologies, 
USA). 
Una quantità pari a 1,5 µl di ogni campione è stata diluita in 9,5 µl di formamide 
denaturante (Life Technologies, USA) aggiungendo 0,5 µl dello standard interno 
LIZ 120 (Life Technologies, USA), utile per la determinazione della lunghezza di 
ogni frammento. Dopo la preparazione i campioni vengono inseriti in un 
portacampioni da 48 posti per essere poi prelevati in modo del tutto automatico 
dall’apparecchiatura. 
La presenza del nucleotide wild-type o mutato viene rilevata attraverso i 
fluorocromi legati ai dideossinucleotidi incorporati durante la reazione di 
minisequencing, che presentano la proprietà peculiare di essere eccitati dalla 
stessa lunghezza d’onda e di emettere ognuno con una lunghezza d’onda diversa. 
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Infatti, il charged-coupled device (CCD camera), dispositivo in grado di rilevare 
diverse lunghezze d’onda, registra la fluorescenza emessa da ciascun 
fluorocromo dopo esser stato eccitato dal laser, e in questo modo siamo in grado 
di dire quale base è presente in una determinata posizione analizzata. 
Per quanto riguarda il CYP2D6, le informazioni quantitative utilizzate per definire 
l’assetto genotipico della duplicazione nei campioni eterozigoti, sono state ricavate 
dagli elettroferogrammi (Sistonen et al., 2005). 
 
 
3.2.7 INFERENZA DELLA FASE GAMETICA 
Dopo la lettura delle singole posizioni SNP è necessario inferire la fase gametica 
degli alleli per conoscere il genotipo del campione, a tal scopo è stato utilizzato il 
software PHASE ver2.1 (Stephens and Donnelly, 2003). 
Il programma si basa su un metodo statistico Bayesiano che ricostruisce gli 
aplotipi a partire dai genotipi ottenuti dall’analisi effettuata nelle popolazioni 
(Stephens et al, 2001; Stephens and Donnelly, 2003). 
In particolare il metodo bayesiano utilizzato per la ricostruzione aplotipica, tratta gli 
aplotipi (o alleli) sconosciuti come quantità casuali (random) e combina 
l’informazione a priori (quali pattern di aplotipi crediamo di poterci attendere di 
osservare nei campioni di popolazione), con la verosimiglianza (likelihood) data 
dall’informazione presente nei dati osservati in modo da calcolare la distribuzione 
a posteriori, cioè la distribuzione condizionata degli aplotipi non osservati (o 
frequenze aplotipiche), dati i genotipi osservati. Gli aplotipi (o alleli) possono 
essere stimati da questa distribuzione a posteriori, scegliendo, per esempio, la 
ricostruzione più probabile per ogni singolo individuo  
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3.2.8 DETERMINAZIONE DEL FENOTIPO E CONFRONTI 
STATISTICI TRA SOTTOGRUPPI 
Una volta determinato il genotipo di ogni campione, il fenotipo è stato determinato 
sulla base della classificazione dell’Activity Score (Gaedigk et al., 2008) per tutte 
le isoforme del P450 analizzate in questo studio. Per quanto riguarda l’ABCB1, 
non essendo stati definiti ―star alleles‖ in letteratura, in questo studio sono stati 
analizzati gli aplotipi individuati nel campione. 
Le frequenze alleliche e fenotipiche ottenute sono state confrontate nei due 
sottogruppi presenti nel campione in analisi per mezzo del test di Fisher applicato 
a tabelle di contingenza RxC (RxC: www.marksgeneticsoftware.net/rxc.htm). Il 
programma calcola il test esatto di Fisher con tabelle di contingenza di qualsiasi 
dimensione attraverso l’uso dell’algoritmo Metropolis applicato a dati generati 
mediante catene di Markov al fine di ottenere una stima corretta del valore di p 
associato alle differenze osservate (Raymond e Rousset, 1995), considerando 
valori di p≤0,05 come significativi. 
 
 
3.2.9 VERIFICA DELLE CONDIZIONI DI EQUILIBRIO GENETICO 
Per tutti i loci in esame è stata verificata la condizione di equilibrio genetico nelle 
popolazioni studiate, analizzando l’accordo tra frequenze attese (fa) e osservate 
(fo) secondo la legge di Hardy-Weinberg. Secondo questa legge in assenza di 
processi evolutivi come mutazione, migrazione, deriva, selezione, le frequenze 
geniche rimangono costanti da una generazione all’altra e le popolazioni si dicono 
in equilibrio genico. L’ipotesi nulla H0 che si va a testare assume che le 
popolazioni siano in equilibrio. A tale ipotesi di partenza è associato un valore p, 
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che indica la probabilità che le differenze tra frequenze attese e osservate siano 
casuali. Se il valore di quest’ultimo è inferiore al 5% (livello di significatività riferito 
al rischio che si corre di rigettare un’ipotesi anche se è vera) o al 1% (altamente 
significativo) non viene accettata l’ipotesi nulla perchè lo scostamento delle 
frequenze osservate da quelle attese è maggiore di quello attribuibile al caso. Se il 
valore di p è >0,05, la differenza tra frequenze osservate e attese è casuale e la 
popolazione risulta in equilibrio. Per la verifica delle condizioni di equilibrio 
genetico secondo Hardy-Weinberg, è stato utilizzato il software Arlequin versione 
3.5 (Excoffier et al., 2010), che si basa su un metodo descritto da Guo e 
Thompson (1992). 
 
 
3.3 RISULTATI 
 
Le analisi sono state condotte analizzando un campione di 108 pazienti affetti da 
narcolessia con cataplessia e confrontando due sottopopolazioni presenti nello 
stesso campione, una composta da pazienti affetti da narcolessia con cataplessia 
(n=62) e una che include 46 pazienti con diagnosi di narcolessia con cataplessia e 
con profilo psicopatologico evidenziato dalla somministrazione di questionari 
appositi riguardanti disturbi alimentari e tratti di personalità ansiosa e depressa. 
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3.3.1 CONDIZIONI DI EQUILIBRIO GENETICO 
L’equilibrio genetico stabilisce che la composizione genetica di una popolazione 
rimanga in equilibrio in assenza di processi evolutivi quali mutazioni, migrazioni, 
deriva e selezione. Per tutti i loci analizzati in questo studio è stata verificata la 
condizione di equilibrio genetico nel campione. Il software Arlequin versione 3.5, 
utilizzato a questo proposito, ha restituito valori di p>0,05 per tutti i loci in esame, 
che soddisfano, quindi, le condizioni di equilibrio di Hardy-Weinberg. 
 
 
3.3.2 DISTRIBUZIONE DELLE FREQUENZE ALLELICHE E 
FENOTIPICHE 
L’inferenza aplotipica è stata condotta separatamente per tutti i geni in analisi 
utilizzando il software Phase 2.1.1. Il programma restituisce un output file nel 
quale sono presenti tutte le permutazioni aplotipiche possibili. Per tutti i geni in 
esame, sono state analizzate le distribuzioni alleliche (o aplotipiche) e fenotipiche 
nel campione. 
 
3.3.3.1 CYP2D6 
In figura 13 è mostrata la distribuzione delle frequenze degli alleli del CYP2D6 nel 
campione analizzato. Le varianti più frequenti sono quelle a funzionalità normale: 
l’allele *1 è il più rappresentato (34,3%), seguito dall’allele *2. Tra gli alleli a 
funzionalità ridotta, l’allele *41 è quello che raggiunge la frequenza più alta 
(16,2%), mentre tra gli alleli a funzionalità nulla, l’allele *4, molto rappresentato 
nella popolazione caucasica, raggiunge la frequenza del 10,2%. Le duplicazioni 
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geniche di alleli funzionali (*1xN, *2xN) raggiungono complessivamente una 
frequenza del 3,7%, mentre solo 4 campioni tra quelli analizzati (1,9%) presentano 
la delezione dell’intero gene. 
 
 
Figura 13: distribuzione delle frequenze alleliche del CYP2D6 nel campione di pazienti narcolettici. 
 
La distribuzione delle frequenze fenotipiche mostra una frequenza molto alta del 
fenotipo IM (49,1%) che raggruppa, secondo la classificazione in base al calcolo 
dell’Activity Score, gli individui con un punteggio di 1 e 1,5. Il fenotipo EM è 
presente nel 38,9% dei campioni analizzati mentre gli individui a metabolismo 
lento e ultrarapido raggiungono frequenze rispettivamente del 7,4% e del 4,6% 
(figura 14). 
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Figura 14: frequenze dei fenotipi CYP2D6 nel campione analizzato. In ascissa sono indicati sia i fenotipi 
secondo la classificazione tradizionale che punteggi dell’Activity Score. 
 
Confrontando le frequenze alleliche del CYP2D6 nei due sottogruppi 
popolazionistici presenti nel campione (figura 15), si osservano frequenze 
comparabili nonostante si osservi, nel gruppo dei campioni con profilo 
psicopatologico, una frequenza più alta di alleli *41 (20,7%). 
 
 
Figura 15: confronto della distribuzione delle frequenze alleliche tra i due sottogruppi del campione (narco pp: 
sottogruppo con profilo psicopatologico). 
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Le tabelle di contingenza RxC utilizzate per analizzare le differenze tra le due 
sottopopolazioni, restituiscono un p-value pari a 0,776820. 
Anche la distribuzione delle frequenze fenotipiche a confronto non evidenzia 
sostanziali differenze nei due sottogruppi (figura 16); inoltre, l’analisi delle 
frequenze mediante tabelle di contingenza RxC restituisce un p-value di 0,580940. 
 
 
 
Figura 16: confronto delle frequenze fenotipiche tra i due sottogruppi nel campione analizzato (narco pp: 
sottogruppo con profilo psicopatologico). 
 
 
3.3.3.2 CYP2C9 
La distribuzione delle frequenze alleliche del CYP2C9 nel campione analizzato, 
mostra una frequenza del 79,6% dell’allele wild-type (allele *1). Gli alleli ad attività 
intermedia *2, *3 e *11, invece, raggiungono, rispettivamente, frequenze di 12,5%, 
7,4% e 0,5% (figura 17). 
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Figura 17: alleli del CYP2C9 riscontrati nell’analisi e relative frequenze. 
 
3.3.3.3 CYP2C19 
 
 
Figura 18: frequenze alleliche del CYP2C19. 
 
 
Anche per quanto riguarda il CYP2C19, all’interno del campione analizzato l’allele 
*1 risulta essere il più frequente (81,9%) mentre gli alleli ad attività nulla *2 e *3 
raggiungono rispettivamente una frequenza del 16,2% e dell’1,9%, rispettivamente 
(figura 18). 
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3.3.3.4 CYP3A4 
La figura 19 mostra la distribuzione allelica del gene CYP3A4 nel campione 
analizzato. Come si evince dall’istogramma in figura x, si registra un’alta 
frequenza dell’allele *1 (97,7%), wild-type del CYP3A4, ed una bassa frequenza 
dell’allele *1B (2,3%) ad attività intermedia. 
 
 
Figura 19: alleli del CYP3A4 e relative frequenze. 
 
 
3.3.3.5 CYP3A5 
Per quanto riguarda il CYP3A5 (figura 20), l’allele ad attività intermedia *3 (91,7%) 
è molto più frequente nel campione rispetto all’allele wild-type (allele *1, 8,3%). 
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Figura 20: distribuzione degli alleli del CYP3A5 riscontrati nel campione. 
 
 
3.3.3.6 ABCB1 
Per quanto riguarda la distribuzione aplotipica dell’ABCB1, gli aplotipi più frequenti 
nella popolazione dei pazienti narcolettici sono l’aplotipo wild-type CGC (44%) e 
l’aplotipo TTT (34,3%), in cui tutte le posizioni SNP analizzate si trovano nella 
variante mutata. Tutti gli altri aplotipi osservati nel campione raggiungono 
frequenze relativamente più basse che vanno dallo 0,9% dell’aplotipo TGT 
all’8,8% dell’aplotipo CGT (figura 21). 
 
 
Figura 21: distribuzione delle frequenze aplotipiche del gene ABCB1 osservate nel campione. 
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3.3.4 DISTRIBUZIONE FENOTIPICA NEL CAMPIONE 
L’istogramma in figura 22 mostra la distribuzione delle frequenze fenotipiche 
relative alle isoforme del P450 analizzate in questo studio e fornisce una visione 
d’insieme dell’attività metabolica presente nel campione. 
 
 
Figura 22: distribuzione delle frequenze fenotipiche relative a tutte le isofome del P450 analizzate nel 
campione.  
 
Per il CYP2D6, il fenotipo IM è rappresentato in quasi la metà degli individui 
analizzati (49,1%). Per quanto riguarda il CYP2C9, la distribuzione dei fenotipi 
nella popolazione rispecchia quella delle frequenze alleliche, mostrando una 
prevalenza di individui EM (62,0%). Anche per il CYP2C19 e per il CYP3A4 si 
osserva una più alta frequenza di individui a metabolismo normale (67,6%, 95,4%) 
rispetto a quelli con metabolismo lento o intermedio. Diversamente, per il 
CYP3A5, la distribuzione delle frequenze fenotipiche mostra un’alta percentuale di 
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fenotipi IM (99,1%), mentre è stata riscontrata la presenza di un unico campione 
con fenotipo EM (0,9%).  
 
 
3.4 DISCUSSIONE 
 
Le differenze interindividuali che portano ad una diversa risposta alla terapia 
dipendono, oltre che da fattori ambientali e fisiopatologici, anche dalla variabilità 
degli enzimi implicati nel metabolismo e nel trasporto dei farmaci. Lo studio di 
questi geni nell’ambito della ricerca farmacogenetica può permettere di impostare, 
nella pratica clinica, una terapia personalizzata, prescrivendo il farmaco 
appropriato nella giusta dose al giusto paziente, massimizzando l’efficacia della 
terapia ed evitando le reazioni avverse al farmaco. Questo obiettivo potrebbe 
avere particolare importanza nei disturbi cronici trattati in regime politerapico, 
come la narcolessia. La narcolessia è un disturbo neurologico cronico la cui 
terapia di tipo sintomatologico coinvolge la somministrazione di più farmaci che 
comprendono la venlafaxina e il modafinil. La venlafaxina viene metabolizzata 
principalmente dal CYP2D6 e il fenotipo PM di questo gene è stato associato ad 
elevate concentrazioni plasmatiche del farmaco e ad aritmia (Ereshefsky e Dugan, 
2000). La venlafaxina è anche substrato anche della glicoproteina P (Uhr et al., 
2003; Karlsson et al., 2010) e delle isoforme CYP2C19 e CYP3A4 (Lindh et al., 
2003; McAlpine et al., 2011) ed è stato dimostrato un coinvolgimento del CYP2C9 
nel metabolismo di questo farmaco in vitro (Fogelman et al., 1999). Il modafinil è 
metabolizzato dal CYP3A4 e gioca un ruolo nell’induzione del CYP3A4 e 
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nell’inibizione del CYP2C19 (Robertson e Hellriegel, 2003) e della glicoproteina P 
(Uhr et al., 2003; Karlsson et al., 2010). 
Le analisi sono state condotte su un campione di 108 pazienti con diagnosi di 
narcolessia con cataplessia afferenti al Dipartimento di Scienze Neurologiche 
dell’Università di Bologna. Il campione analizzato è stato suddiviso in due 
sottogruppi, uno dei quali composto da pazienti con diagnosi di narcolessia e con 
un profilo psicopatologico determinato da alti punteggi nei questionari riguardanti i 
disturbi alimentari. 
Uno degli obiettivi di questo studio era di confrontare la distribuzione fenotipica del 
CYP2D6 tra i due sottogruppi presenti nel campione, nel tentativo di verificare 
l’associazione tra i soggetti che presentano un profilo psicopatologico e una 
distribuzione fenotipica con una maggiore frequenza di soggetti a metabolismo 
ultrarapido. Le frequenze fenotipiche nei due gruppi sono state confrontate 
mediante tabelle di contingenza RxC che hanno riportato un p-value superiore al 
livello di significatività utilizzato (p=0,05), indicando una sostanziale omogeneità 
tra i due gruppi. Inoltre, sono state confrontate nei due gruppi le distribuzioni delle 
frequenze alleliche e, anche in questo caso, le differenze non sono risultate 
essere statisticamente significative. Di conseguenza, il profilo psicopatologico 
rilevato per questo sottogruppo di pazienti potrebbe essere parte integrante del 
fenotipo sintomatologico della malattia e non un carattere associato al fenotipo del 
CYP2D6. 
Al fine di comporne il profilo farmacogenetico, i campioni sono stati tipizzati per il 
gene ABCB1 e per le isoforme del P450 CYP2D6, CYP2C9, CYP2C19, CYP3A4 e 
CYP3A5. 
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La distribuzione delle frequenze alleliche del CYP2D6 evidenzia un’alta frequenza 
dell’allele *41. Una presenza così elevata di questo allele non concilia con la 
frequenza individuata in altri studi effettuati sulla popolazione caucasica, in cui la 
frequenza registrata è del 7% (Sistonen et al., 2007), come dimostrato dalle 
tabelle di contingenza RxC (p=0,00042). L’allele *41 codifica per una proteina ad 
attività ridotta e in questa popolazione di pazienti narcolettici è la variante 
responsabile dell’elevata frequenza di individui a metabolismo intermedio. 
Per quanto riguarda i geni CYP2C9 e CYP2C19, le frequenze alleliche sono in 
accordo con i dati disponibili in letteratura (Sistonen et al., 2009) e mostrano che 
nonostante gli alleli maggiormente distribuiti siano le varianti wild-type (*1), gli alleli 
ad attività ridotta e annullata (2C9*2, *3, *11; 2C19*2, *3) mostrano comunque una 
frequenza complessiva di circa il 40%. 
Nel campione è stata rilevata anche una frequenza del 2,3% dell’allele 3A4*1B, 
causato dalla mutazione dello SNP -392A>G, dato in accordo con la letteratura 
(van Schaik et al., 2000). L’effetto di questo SNP sulla funzionalità enzimatica del 
CYP3A4 non è stato ancora pienamente chiarito, anche se molti studi 
suggeriscono che possa conferire un’attività diminuita (Dally et al., 2003). 
Una funzionalità enzimatica ridotta è stata pienamente dimostrata anche per 
l’allele *3 del CYP3A5, riscontrato nel 91,7% dei campioni: tale frequenza, 
comunque, collima con quella attestata in letteratura (van Schaik et al., 2002). 
La distribuzione fenotipica relativa a tutti i geni P450 analizzati, mostra un’alta 
frequenza di fenotipi a metabolismo normale, anche se comunque, è presente una 
parte di individui con un metabolismo ad attività alterata. In generale, individui con 
un metabolismo alterato richiedono una particolare attenzione nella prescrizione di 
farmaci al fine di evitare eventuali reazioni farmacologiche avverse o fallimento 
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terapeutico. Data la possibile interazione farmacologica tra venlafaxina e 
modafinil, la co-somministrazione dei due farmaci, eventualmente in dosi elevate, 
potrebbe dar luogo a fenomeni di phenocopying e autophenocopying portando 
anche pazienti portatori di alleli a funzionalità normale ad esperire reazioni 
avverse al farmaco. 
La distribuzione aplotipica dell’ABCB1 mostra che i due aplotipi più frequenti sono 
il wild-type CGC e il mutato TTT. L’alta frequenza (34,3%) dell’aplotipo TTT è da 
tenere in considerazione poiché, nonostante non sia stata ad oggi accertata quale 
sia la funzionalità conferita dall’aplotipo TTT alla glicoproteina P, alcuni studi 
mostrano che questo aplotipo influisce marcatamente sulla struttura quaternaria 
della glicoproteina P e, conseguentemente, sulla sua funzione (Kimchi-Sarfaty et 
al., 2007 a, b; Fung e Gottesman, 2009) contribuendo ad una farmacocinetica 
alterata dei farmaci substrato della P-gp. La glicoproteina P è importante per il 
trasporto della venlafaxina (Uhr et al., 2003; Karlsson et al., 2010), di 
conseguenza gli individui portatori dell’aplotipo TTT in eterozigosi e soprattutto in 
omozigosi possono essere soggetti a reazioni avverse al farmaco. Inoltre, dato 
che la glicoproteina P può subire un’inibizione dell’attività enzimatica attraverso il 
modafinil (Zhu et al., 2008), in caso di coterapia, le reazioni avverse possono 
manifestarsi anche in soggetti portatori dell’aplotipo wild-type. 
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CONCLUSIONI 
 
 
Nonostante i progressi effettuati, la farmacoterapia deve affrontare ancora molte 
sfide come le reazioni avverse ai farmaci, a volte molto gravi o letali, ed il 
fallimento delle terapie standard. L’elevata variabilità interindividuale alla risposta 
terapeutica dipende in parte da fattori quali età, sesso, peso, la presenza di 
eventuali patologie epatiche o renali, la concomitanza di altre terapie, eterogeneità 
delle malattie, stato nutrizionale o stili di vita non salutari come il fumo. A tutti 
questi parametri si aggiunge la variabilità degli enzimi metabolizzanti i farmaci, 
delle proteine di trasporto, dei recettori e delle molecole che attivano le cascate 
trasduzionali. La farmacogenetica tenta di definire l’influenza di tutti questi fattori 
genetici sull’efficacia della terapia e sulle reazioni avverse, focalizzandosi sullo 
studio degli effetti delle mutazioni nei singoli geni. 
Tra gli enzimi implicati nel metabolismo dei farmaci, il sistema P450, con il suo 
vasto polimorfismo genetico, costituisce la famiglia enzimatica che catalizza la 
biotrasformazione della maggior parte dei farmaci somministrati nella pratica 
clinica. In particolare, il CYP2D6, l’isoforma maggiormente polimorfica e 
caratterizzata a livello molecolare, è coinvolto nel metabolismo di una grande 
varietà di farmaci nel fegato e sostanze endogene nel cervello. 
La predizione degli effetti di un farmaco su un determinato paziente rappresenta 
ancora una visione molto lontana dall’attuale pratica clinica e riconoscere i fattori 
genetici che contribuiscono alla variabilità nella risposta ai farmaci ha una 
importante ricaduta in ambito clinico soprattutto per i farmaci con un basso indice 
terapeutico e in trattamenti a regime politerapico, come per esempio nel caso della 
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narcolessia. Il trattamento della narcolessia coinvolge infatti la somministrazione 
contemporanea di più farmaci al fine di effettuare un trattamento di tipo 
unicamente sintomatologico. La narcolessia è un disturbo neurologico cronico la 
cui terapia coinvolge la somministrazione di più farmaci tra cui la venlafaxina e il 
modafinil. La venlafaxina viene metabolizzata principalmente dal CYP2D6 e da 
altre isoforme, quali CYP2C19 e CYP3A4, mentre studi in vitro indicano un 
coinvolgimento del CYP2C9, inoltre il trasporto del farmaco è a carico della 
glicoproteina P. Il modafinil è metabolizzato dal CYP3A4 e gioca un ruolo nella 
sua induzione, nell’inibizione del CYP2C19, nell’induzione e nell’inibizione del 
CYP3A5, nella soppressione dell’attività del CYP2C9 in vitro e pare inibire l’attività 
enzimatica della glicoproteina P. 
La scoperta del coinvolgimento del CYP2D6 nella biosintesi di sostanze endogene 
a livello cerebrale, ha portato alla produzione scientifica di studi relativi 
all’associazione tra il polimorfismo del CYP2D6 e disordini di tipo psichiatrico. In 
particolare, uno studio effettuato su soggetti sani, ha identificato una associazione 
tra il metabolismo ultrarapido e i disturbi alimentari. In letteratura, i sintomi 
associati a disturbi alimentari sono stati frequentemente osservati nei pazienti con 
narcolessia, giustificando la necessità di una maggiore attenzione nel trattamento 
di questi pazienti. 
In questo studio sperimentale sono stati tipizzati i geni CYP2D6, CYP2C9, 
CYP2C19, CYP3A4, CYP3A5 e ABCB1 allo scopo sia di indagare l’associazione 
tra fenotipo ultrarapido del CYP2D6 e disturbi alimentari in pazienti affetti da 
narcolessia con cataplessia, che di caratterizzare il profilo farmacogenetico di tali 
pazienti. La tecnica utilizzata è quella del minisequencing, che permette 
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l’estensione di una singola base di sonde non marcate mediante l’aggiunta di 
dideossinucleotidi trifosfato marcati con fluorocromi. 
I risultati di questo studio indicano che il fenotipo ultrarapido del CYP2D6 non 
correla in maniera statisticamente significativa con i disturbi alimentari nei pazienti 
affetti da narcolessia con cataplessia. Questo risultato induce quindi a pensare 
che i disturbi alimentari siano strettamente correlati al quadro sintomatologico del 
disturbo oppure che rappresentino un carattere associato a basi genetiche o 
fisiopatologiche di diverso tipo. Ulteriori studi in questo senso, potrebbero 
migliorare gli aspetti relativi alla qualità della vita, dato che sintomi di tipo 
psichiatrico, come i disturbi alimentari, possono interferire con le funzioni 
quotidiane del paziente. 
La qualità di vita dei pazienti affetti da narcolessia con cataplessia potrebbe 
essere migliorata anche ottimizzando gli effetti della terapia farmacologica. Le 
reazioni avverse al farmaco rappresentano oggi una frequente causa di morte e di 
ammissione ospedaliera e sono spesso dovute a interazioni tra farmaci 
somministrati in politerapia e alla prescrizione di farmaci spesso non appropriati o 
in dosi errate. Ne deriva inevitabilmente che la conoscenza della responsività 
individuale ad un determinato farmaco permetta sia di raggiungere l'obiettivo 
terapeutico prefissato grazie ad una terapia personalizzata, sia di ridurre le 
probabilità di manifestare effetti indesiderati. I progressi effettuati nel campo della 
ricerca farmacogenetica possono gettare le basi per la predizione della risposta di 
un paziente ad un determinato farmaco consentendo di creare in futuro dei 
percorsi terapeutici personalizzati. 
La distribuzione fenotipica osservata per i geni CYP2D6, CYP2C9, CYP2C19, 
CYP3A4, CYP3A5 e ABCB1, tipizzati in questo studio mostra un’alta frequenza di 
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fenotipi ad attività intermedia e questo dato, insieme alla possibile interazione tra i 
farmaci utilizzati nel trattamento dei pazienti affetti da narcolessia con cataplessia, 
indica la necessità di una maggiore attenzione alla genetica del paziente a monte 
della prescrizione farmacologica. Inquadrare i trattamenti farmacologici nell’ambito 
di una terapia personalizzata, soprattutto per i disturbi cronici e in pazienti trattati 
in regime politerapico, porterebbe alla selezione del farmaco appropriato nel 
giusto dosaggio per il giusto paziente migliorando l’effetto terapeutico e la qualità 
di vita del paziente, evitando quel processo di aggiustamento terapeutico per 
tentativi ed errori, tipico dell’attuale pratica medica. Infine, l’inquadramento della 
terapia nel contesto della medicina personalizzata, attuati grazie all’impiego delle 
conoscenze in campo farmacogenetico, potrebbe anche apportare benefici in 
materia di sanità pubblica riducendo l’incidenza delle reazioni avverse al farmaco 
e portando ad una diminuzione dei costi per il sistema sanitario. 
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